Estudio de sistemas de interés en biología mediante radiaciones nucleares by Chain, Cecilia Yamil
                                                                                         
                                                          
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA 
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS 
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 
 
 
 
Trabajo de Tesis Doctoral 
 
ESTUDIO DE SISTEMAS DE INTERÉS EN BIOLOGÍA 
MEDIANTE RADIACIONES NUCLEARES 
 
 
Cecilia Yamil Chain 
(Alberto Pasquevich, Margarita G. de Bravo) 
 
 
 
2013 
 1
 2
A mi amor y compañero Bruno, 
por el orgullo que se reflejaba en sus ojos cada vez que mencionábamos 
este trabajo de tesis.  
 3
 4
Agradecimientos 
 
 Quiero agradecer a mis directores, Alberto F. Pasquevich y 
Margarita G. de Bravo, por guiarme en el camino de aprendizaje que 
recorrí durante el trabajo de tesis. 
 
 Agradezco a mis padres, Graciela y Ricardo, quienes me mostraron 
que los caminos de la vida se recorren mejor cuando la familia está cerca. 
Esta lección condicionó mi paso por el doctorado, ya que en estos cinco 
años de trabajo supe rodearme de una valiosa familia en el Departamento 
de Física, a quienes quiero agradecer de manera expresa:  
 
 A mis padres académicos Alberto Pasquevich y Laura Damonte. A 
Alberto le agradezco la paciencia paternal con la cual me explicó los 
detalles de la técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas y el 
haberme mostrado la manera de desglosar un problema hasta sus partes 
más mínimas y luego ser capaz de reconstruirlo. A Laura le debo gran 
parte de lo que sé de la Espectroscopía de Aniquilación de Positrones 
además de muchos buenos momentos que se forjaron gracias a su sonrisa 
maternal y a su apoyo.  
 
 A mis tíos Toto Martínez y Patricia Rivas, con quienes tuve la suerte 
de compartir la oficina. Toto me mostró cómo tomar más de un atajo en el 
intrincado camino de los ajustes de las medidas de Correlaciones 
Angulares Perturbadas y supo hacer que comprendiera cientos de 
conceptos de la física sobre antiguas hojas de impresión. Patricia no sólo 
me tradujo el complicado lenguaje físico a nuestra lengua materna, el 
“químico básico”, sino que no se guardó ninguno de los secretos de cocina 
a la hora de auxiliarme en las síntesis químicas que se incluyen en este 
 5
trabajo de tesis. A pesar de todo esto, lo que más les agradezco a ambos es 
haber sido mi respaldo cuando tuve alguna tristeza personal que afrontar. 
 
 A Cristina Caracoche, quien con cariño propio de una abuela me 
apuntaló desde el principio en mi carrera docente y gracias a la cual 
ahora soy profesora de una asignatura que me da muchas satisfacciones. 
 
 Y finalmente a dos físicos a quienes quiero con cariño fraternal: 
Gustavo Pasquevich y Mariela Nieto. A Gustavo le agradezco el trabajo 
conjunto en los experimentos de Espectroscopía Mössbauer y a Mariela, 
cuyo trabajo de tesis no puede ser más distinto a éste, le doy las gracias 
por haber sido mi lugar de descanso y de alegría. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mayo de 2013 
 6
Contenidos 
 
 
 
1 Introducción           11 
 
2 Las técnicas nucleares utilizadas        
 
2.1 Introducción           15 
2.2 Técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas (PAC)    16 
 2.2.1 Conceptos teóricos 
  2.2.1.1 La correlación angular entre rayos gama     18 
  2.2.1.2 Perturbación de la correlación angular en el caso de interacciones   
 estáticas           18 
  2.2.1.3 Perturbación de la correlación angular en el caso  de interacciones   
 dinámicas           21 
 2.2.2 Método experimental 
  2.2.2.1 El núcleo sonda         23 
  2.2.2.2 El equipo y el análisis de datos      26 
2.3 Espectroscopía Mössbauer 
 2.3.1 Conceptos teóricos 
 7
  2.3.1.1 El efecto Mössbauer        33 
  2.3.1.2 Espectroscopía Mössbauer de transmisión     36 
  2.3.1.3 La forma de la línea        37 
  2.3.1.4 El corrimiento isomérico       38 
  2.3.1.5 El desdoblamiento cuadrupolar      40 
 2.3.2 Método experimental 
  2.3.2.1 El núcleo sonda         41 
  2.3.2.2 El equipo y el análisis de datos      43 
  2.3.2.3 Adaptación del equipo para las medidas a baja temperatura  46 
2.4 Espectroscopía de Aniquilación de Positrones en el modo de Medición de Vidas 
Medias (PALS) 
 2.4.1 Conceptos teóricos 
  2.4.1.1 Aniquilación de positrones en un material     48 
  2.4.1.2 Formación de positronio       49 
  2.4.1.3 Información obtenida a partir de una medida PALS   50 
 2.4.2 Método experimental  
  2.4.2.1 La fuente de positrones        54 
  2.4.2.2 El equipo y el análisis de datos       57 
 
3 Aplicaciones previas de las técnicas nucleares a sistemas de interés biológico 
 
3.1 Introducción           65 
 8
3.2 Revisión de los trabajos reportados en la literatura 
 3.2.1 Correlaciones Angulares Perturbadas      66 
 3.2.2 Espectroscopía Mössbauer        71 
 3.2.3 Espectroscopía de Aniquilación de Positrones     74 
3.3 Discusión de la información obtenida       78 
 
4 Experimental   
  
4.1 Introducción           81 
4.2 Experimentos PAC en complejos metálicos 
 4.2.1 Estado del arte          82 
 4.2.2 Experimental          85 
  4.2.2.1 Estudios PAC de 111In-DTPA       87 
  4.2.2.2 Estudios PAC de complejos poliaminocarboxílicos de 181Hf 
   4.2.2.2.1 Sólidos que resultan a partir de HfF4  y EDTA (o DTPA) 92 
   4.2.2.2.2 Sólidos que resultan a partir de HfOCl2 (o ZrOCl2) y DTPA 98 
4.3 Experimentos Mössbauer en clusters de Fe-S 
  4.3.1 Estado del arte         120 
  4.3.2 Experimental         125 
   4.3.2.1 Medidas Mössbauer en el sistema 57Fe2S2(GS)4   125 
    4.3.2.1.1 Muestra en estado sólido     126 
 9
    4.3.2.1.2 Muestra en solución      128 
   4.3.2.1.3 Muestra en distintas condiciones de humedad  131 
4.4 Experimentos de Espectroscopía de Aniquilación de Positrones en sistemas tisulares 
  4.4.1 Estado del arte         136 
  4.4.2 Experimental         144 
   4.4.2.1 Preparación de la fuente de positrones    145 
   4.4.2.2 Medidas PALS en tejidos 
    4.4.2.2.1 Muestras estudiadas      147 
    4.4.2.2.2 Estudios preliminares      148 
    4.4.2.2.3 Estudio en tejidos tumorales    154 
    4.4.2.2.4 Estudios en tejidos normales    156 
  
5 Discusión y conclusiones         161 
 
 
 
 
 
 
 10
Capítulo 1 
 
Introducción 
 
El área interdisciplinaria que yace entre la biología, la medicina, la química y la 
física posee un interés creciente. A este espacio convergen académicos de distinta 
preparación y con diferentes intereses. Del mismo modo que la contribución de la física 
a la tecnología actual es bien reconocida, es importante considerar el sustento que esta 
ciencia ha dado a la bioquímica, la biología y la medicina durante siglos. 
En la segunda mitad del siglo pasado aparecieron varias técnicas nucleares 
basadas en las interacciones hiperfinas, esto es, las interacciones del espín nuclear con 
campos electromagnéticos extranucleares. Entre ellas se cuentan Resonancia Magnética 
Nuclear, Orientación Nuclear, Resonancia Doble Electrón–Núcleo, Resonancia de 
Espín Muónico, Correlaciones Angulares Perturbadas y Espectroscopia Mössbauer. 
Estas técnicas fueron aplicadas con éxito al estudio nanoscópico de materiales 
condensados, con distinto impacto según el caso. 
Existe otra técnica nuclear, no hiperfina, aplicada al estudio de materiales: 
Espectroscopía de Aniquilación de Positrones (PAS). PAS tiene una importante 
vinculación con la Tomografía de Emisión de Positrones, técnica de creciente 
importancia en el diagnóstico oncológico. En el trabajo de tesis se utilizará la técnica 
PAS en el modo de medición de vidas medias (PALS). La inclusión de PALS en este 
trabajo se basa en que también permite caracterizar nanoscópicamente los materiales, en 
la compatibilidad instrumental con los métodos nucleares mencionados y en su 
disponibilidad en nuestra Facultad y en el país. 
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El objetivo general de este trabajo de tesis es establecer hasta dónde algunas de 
estas técnicas pueden proveer información de impacto cuando son aplicadas para el 
estudio de materiales de interés en biología. En particular, el plan se centra en la 
utilización de técnicas basadas en la detección de radiaciones gama emitidas en 
procesos nucleares específicos: Correlaciones Angulares Perturbadas (PAC), 
Espectroscopia de Aniquilación de Positrones en el modo de medición de vidas medias 
(PALS) y Espectroscopia Mössbauer (EM). 
Si bien se trata de métodos ampliamente utilizados en la investigación en 
materia condensada, su aplicación en la determinación de propiedades físicas de materia 
blanda y sistemas biológicos es, en comparación, escasa. En el área de la biología 
existen varios trabajos que se destacan por su calidad experimental y por el aporte que 
hacen a la ciencia mientras que otras investigaciones son de escasa calidad o no es claro 
el aporte que hacen al conocimiento.  
La intención del trabajo de tesis es analizar cuál es el alcance de estos métodos 
nucleares en la investigación de materiales de interés biológico y estudiar mediante 
dichos métodos selectos sistemas de distinta complejidad, desde moléculas orgánicas 
sencillas hasta tejidos.  
Estas técnicas nucleares permiten obtener información muy precisa y acotada 
sobre los materiales en estudio. Así, es de especial importancia tener en claro lo que se 
puede concluir o no a partir de este tipo de medidas. En el caso de las técnicas 
espectroscópicas PAC y EM, éstas son particularmente importantes para elucidar la 
naturaleza del arreglo atómico alrededor de átomos especiales. PALS, por su parte, 
permite obtener información sobre las dimensiones de los espacios vacíos presentes en 
la muestra bajo estudio. De esta manera, aparece necesaria la aplicación de otras 
técnicas para poder arribar a un entendimiento medianamente global de los sistemas 
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investigados. Con ese objetivo, los sistemas serán caracterizados en forma 
complementaria por difracción de rayos X, termogravimetría y calorimetría diferencial 
de barrido, entre otras. 
Específicamente, se realizarán experimentos PAC en complejos metálicos 
poliaminocarboxilados en los cuales el átomo metálico se encuentra coordinado por 
grupos funcionales de distinta naturaleza, como sucede en los sitios metálicos de las 
metaloproteínas. La Espectroscopía Mössbauer se utilizará para caracterizar los sitios de 
hierro en pequeños complejos orgánicos que incluyen centros de hierro y azufre. 
Paralelamente se abordarán investigaciones PALS de tejidos normales y tumorales.  
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Capítulo 2 
 
Las técnicas nucleares utilizadas 
 
2.1 Introducción 
 
Muchos de los formidables avances en la medicina que se observan en las 
nuevas formas de diagnóstico y tratamiento (Resonancia Magnética Nuclear, Medicina 
Nuclear, Radioterapia) provienen de conocimientos y técnicas aportadas por la Física 
Nuclear. [Nup 01]. 
Las tres técnicas elegidas permiten determinar propiedades nanoscópicas de los 
materiales y están basadas en la detección de radiaciones gama emitidas en procesos 
nucleares específicos. La Espectroscopía Mössbauer y la técnica de Correlaciones 
Angulares Perturbadas son “técnicas hiperfinas”, esto es, están basadas en la interacción 
del espín nuclear de átomos especiales (átomos sonda) con los campos extranucleares. 
Ambas técnicas permiten conocer el entorno atómico de las sondas. La Espectroscopía 
de Aniquilación de Positrones en el modo de medición de vidas medias determina la 
vida media del positrón en el material de estudio y da información sobre los espacios 
libres (huecos) en dicho material. 
A partir de aquí, las técnicas serán tratadas en forma separada. 
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2.2 Técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas (PAC) 
 
Las bases de la técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas (PAC, de 
Perturbed Angular Correlations) pueden encontrarse ampliamente desarrolladas en la 
literatura [Fra 65, Ste 75, Sch 96]. Aquí sólo se desarrollarán los puntos importantes 
para la comprensión de los resultados experimentales. 
El método PAC se basa, como se ha mencionado, en la determinación de la 
interacción de los momentos nucleares con los campos extranucleares, esto es, las 
interacciones hiperfinas.  
 
 
 
Figura 1: Esquema de la desexcitación en cascada de un núcleo con spin inicial Ii, 
intermedio I y final If. El estado intermedio tiene un tiempo medio de vida τ.  
La técnica PAC requiere de átomos radiactivos (núcleos sonda) que se 
desexciten mediante la emisión de dos radiaciones gama en cascada (Figura 1). 
La probabilidad de emisión de radiación en una determinada dirección depende 
del ángulo entre esa dirección y el espín nuclear. Entonces, debido a la conservación del 
momento angular se puede esperar que en el caso de una cascada gama la dirección de 
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emisión de la segunda radiación esté angularmente correlacionada con la primera. Esta 
correlación angular existe en la medida en que la dirección del espín nuclear al final de 
la primera transición coincida con la dirección del espín al momento de iniciarse la 
segunda transición. Este punto se desarrollará, para el caso de espín I= 5/2 (que es el 
que interesa en esta tesis) en la sección 2.2.1.2. 
La correlación angular de la cascada se altera si la dirección del espín en el 
estado intermedio cambia durante el tiempo que el núcleo está en este estado y esto 
puede ocurrir si existe una interacción entre los momentos nucleares (que dependen del 
espín) y los campos extranucleares. En ese caso se dice que la correlación angular está 
perturbada. Efectivamente, en el caso de núcleos que tienen un momento magnético 
dipolar la aparición de una perturbación de la correlación se puede esperar cuando 
existan un campo magnético extranuclear y análogamente cuando el núcleo tenga un 
momento cuadrupolar eléctrico y esté en una posición donde existe un gradiente de 
campo eléctrico producido por cargas externas habrá también una perturbación. De 
hecho, también existe la posibilidad de interacciones combinadas.  
Como en el trabajo de tesis sólo vamos a tener contacto con las interacciones 
cuadrupolares eléctricas en lo que sigue se presenta sólo ese tipo de interacción. Así, la 
medida de la distribución angular de la segunda radiación respecto de la primera en 
función del tiempo transcurrido entre ambas dará idea de las características de la 
distribución electrónica y atómica en torno de dichos núcleos. 
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2.2.1 Conceptos teóricos 
 
2.2.1.1 La correlación angular entre rayos gama 
 
En esta tesis se realizarán medidas de Correlaciones Angulares Perturbadas de 
los núcleos radiactivos 181Ta y 111Cd, ambos con espín del estado intermedio I=5/2. La 
correlación angular )(θW entre los rayos gama de la cascada, para I= 5/2, está dada por: 
)]
2
1cos
2
3(1[)( 222 −+= θθ AW  
donde )(θW es la probabilidad de que la segunda radiación esté a un ángulo θ  
con la dirección de emisión de la primera radiación. El término A22 o amplitud de la 
anisotropía depende del espín de los estados nucleares y de la multipolaridad de los 
rayos gama. 
 
2.2.1.2 Perturbación de la correlación angular en el caso de interacciones estáticas 
 
Como ya fue adelantado la correlación angular existente entre dos rayos gama en 
cascada puede modificarse si existe una interacción de los momentos nucleares en el 
nivel intermedio con los campos extranucleares diciéndose que la correlación angular 
está perturbada. En particular si el núcleo posee un momento cuadrupolar eléctrico Q y 
está en un sitio donde existe un gradiente de campo eléctrico (caracterizado por un 
tensor Vij) producido por una distribución de cargas alrededor del mismo, se dice que la 
perturbación de la correlación angular es del tipo cuadrupolar eléctrica y una medida de 
esta perturbación permitirá obtener información sobre la estructura electrónica y 
molecular local alrededor de la sonda PAC.  
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Puede demostrarse [Fra 65] que en el caso de muestras policristalinas 
(microcristales orientados al azar) la correlación angular perturbada está dada por: 
)
2
1cos
2
3)((1),( 22222 −+= θθ tGAtW  
Así, el cambio en la correlación angular aparece simplemente como un factor 
multiplicativo que es función del tiempo que el núcleo está en el estado intermedio 
G22(t). Esta función, llamada factor de perturbación, es la que contiene la información 
sobre las interacciones nucleares mencionadas. Como la función G22(t) representa la 
pérdida de correlación angular debida al movimiento de precesión del espín nuclear en 
el estado intermedio por la presencia del campo extranuclear, se sigue que G22(0) debe 
ser igual a 1 ya que en t=0 la correlación debe ser no perturbada. También si el espín en 
su movimiento de precesión debido a la interacción cuadrupolar hace una revolución en 
un tiempo τQ, G22(t) debe ser una función periódica del tiempo de período τQ.  
Para el caso particular de núcleos con un nivel intermedio de espín 5/2 
sometidos a gradientes de campo eléctrico estáticos y orientados al azar la función de 
perturbación G22(t) tiene la siguiente forma: 
∑
=
+=
3
1
22022 )cos()(
n
nn tSStG ω  
donde ωn son las frecuencias de transición entre los subniveles magnéticos del 
nivel intermedio de energía de la cascada gama debido a la presencia del gradiente de 
campo eléctrico. Estas frecuencias, mostradas esquemáticamente en la figura 2, se 
relacionan con la frecuencia cuadrupolar 
h
VQe zz
Q .20
...πω =  por Qnn g ωηω )(=  (ver 
apéndice para más detalles). Los coeficientes )(ηng son funciones conocidas del 
parámetro de asimetría 
zz
yyxx
V
VV −=η  donde Vkk (k= x, y, z) denota las componentes 
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principales del tensor gradiente de campo eléctrico. En muestras policristalinas sin 
textura los coeficientes S2n (∑ ) son funciones conocidas del parámetro de 
asimetría η.   
=
3
0
1niS
StG =22 )(
G
En el caso de que exista una distribución de frecuencias, la función de 
perturbación toma la forma:  
t
n
nn
netS δωω −
=
∑+ 3
1
220 )cos(  
donde la función exponencial da cuenta de una distribución de frecuencias 
lorentziana de ancho δ alrededor de ωQ.  
 
 
Figura 2: Desdoblamiento de energía del nivel nuclear intermedio de espín I=5/2 
producido por la influencia de un gradiente de campo eléctrico. 
Para el caso en que se distingan fracciones de átomos sonda sometidas a 
distintos gradientes de campo eléctrico, lo que acontece por ejemplo cuando hay más de 
una fase presente en la muestra, el factor de perturbación se escribe como la 
combinación lineal:  
)(2222 tGf
i
i∑=  
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donde fi es la fracción relativa de núcleos que experimentan una dada 
perturbación . )(22 tG
i
 
2.2.1.3 Perturbación de la correlación angular en el caso de interacciones 
dinámicas 
 
Si el gradiente de campo eléctrico en el sitio de la sonda cambia en el tiempo 
que transcurre entre la emisión de los dos rayos gama de la cascada se habla de 
perturbación de la correlación angular dependiente del tiempo y las ecuaciones deben 
ser modificadas. 
Éste es el caso de moléculas que experimentan procesos dinámicos entre la 
emisión de los dos rayos gama, por ejemplo en el caso de moléculas en solución que 
experimentan una rotación difusional debida al movimiento browniano de la muestra. 
En este caso la medida PAC puede proveer información sobre los tiempos 
característicos del proceso dinámico. 
Consideremos una molécula donde el núcleo sonda está sometido a un gradiente 
de campo eléctrico estático que resulta en una frecuencia de interacción cuadrupolar ωQ. 
Si la molécula se encuentra en solución, debido al movimiento browniano, ésta se 
reorienta con un tiempo de correlación τc, siendo τc el tiempo entre colisiones o, lo que 
es lo mismo, el tiempo que la molécula permanece en una determinada orientación. El 
tiempo de correlación es proporcional al volumen de la molécula y a la viscosidad de la 
solución e inversamente proporcional a la temperatura. El efecto de este movimiento 
sobre la correlación angular va a depender de la relación entre el tiempo de precesión 
del espín en el estado intermedio (
Q
Q ω
πτ
3
= ) y el tiempo entre las colisiones (τc). 
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El tratamiento de las correlaciones angulares con perturbaciones debidas a 
campos extranucleares dinámicos es complejo y puede requerir de un tratamiento 
numérico para resolver el problema. En casos extremos existen expresiones analíticas. 
Para difusión rotacional rápida (ωQ.τc<<1), la fluctuación de la interacción 
cuadrupolar es rápida y el núcleo pierde coherencia de fase. La función de perturbación 
se convierte en un simple decaimiento exponencial [Kar 64] que no da información 
sobre el entorno de la sonda: 
tetG λ−=)(22  
donde λ es el factor de relajación que, para interacciones dinámicas rápidas 
cumple la relación . cQ τωλ .2≈
Si hubiera sondas ligadas a moléculas de distinto tipo, el factor de perturbación 
se puede escribir como: 
t
i
i
ieftG λ−∑= .)(22  
donde fi es la fracción de sondas ligadas a moléculas de un tipo a la cual le 
corresponde un factor de relajación λi. 
En el límite de reorientaciones muy rápidas (τc→ 0) G22(t) tiende a 1, 
obteniéndose una situación equivalente a una correlación angular no perturbada. 
En el caso de difusión rotacional lenta (ωQ.τc>>1) la función de perturbación de 
la interacción estática G22(t) resulta amortiguada exponencialmente por el factor e-λt : 
⎥⎦
⎤⎢⎣
⎡ += −
=
− ∑ t
n
nn
t netSSetG δωλ ω3
1
22022 )cos()(  
donde λ es el factor de relajación que en estos casos es aproximadamente la 
inversa del tiempo de correlación 1/ cτ . En este caso muchos núcleos sonda pueden 
ejecutar algunos períodos de precesión antes de que cambie la orientación de la 
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molécula. No obstante, existirá una lenta pérdida de coherencia de fase de la precesión 
nuclear debida a la reorientación lenta de la molécula, siendo los núcleos que viven más 
tiempo en el nivel intermedio aquellos que se ven más afectados por el campo externo 
fluctuante. En el límite de tiempos largos la pérdida de correlación angular es total y 
G22(t) tiende a cero. 
Finalmente, en el caso en que las fluctuaciones sucedan en tiempos comparables 
con la escala temporal dada por τQ la correlación angular se pierde en tiempos cortos. 
En este caso, si bien no existe una expresión analítica, se espera que el factor de 
perturbación vaya a cero en tiempos cortos. 
 
2.2.2 Método experimental 
 
2.2.2.1 El núcleo sonda  
 
Como ya se ha señalado, para que las interacciones hiperfinas de un átomo sean 
factibles de estudiarse por la técnica PAC, es necesario que éste se desintegre emitiendo 
dos radiaciones gama en cascada.  Las mejores “sondas PAC” son los isótopos 
radiactivos 111Cd y 181Ta. Desafortunadamente estos isótopos no son comunes en 
sistemas biológicos, ni tampoco lo son sus isótopos padres 111Ag, 111mCd, 111In y 181Hf.  
El isótopo 111mCd puede sustituir elementos como Cu o Zn que son más comunes 
en la naturaleza, pero tiene un período de semidesintegración muy corto (T1/2 = 48,6 
minutos). Dicha vida media resulta sumamente inconveniente ya que luego de producir 
la sonda se necesita realizar una separación isotópica que acorta todavía más el tiempo 
disponible para preparar la muestra sin que la actividad disminuya a niveles 
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inadecuados para las mediciones PAC. En el caso de 111Ag, el T1/2 es favorable (7,45 
días) pero la cascada PAC está poco poblada (5%). 
En los experimentos aquí descriptos se utilizaron dos sondas PAC: 181Ta (que se 
produce por desintegración del 181Hf) y 111Cd (obtenido, en este caso, por 
desintegración del 111In). De aquí en adelante, y por un abuso de lenguaje, se llamará 
“sonda PAC” a los radioisótopos padre 181Hf y 111In, ya que se trata de las formas 
atómicas en que se colocan las sondas PAC en las muestras. 
 
a) 181Hf (β-) 181Ta  
La cascada γ-γ (133 - 482) keV, poblada por la desintegración β- del 181Hf (con 
un período de semidesintegración de 42,4 días), se utilizó para medir la interacción 
cuadrupolar del estado +5/2 de 482 keV del 181Ta (ver Figura 3). Dicho estado tiene una 
vida media τ= 10,67 (5) ns y un momento cuadrupolar Q= 2,53 (10) barn (1 barn=10-24 
cm2). 
 
 
 
Figura 3: Esquema de desintegración radiactiva del núcleo 181Hf. 
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El 181Hf es la sonda de mayor accesibilidad en nuestro laboratorio. Se obtiene 
por irradiación con neutrones térmicos en el reactor RA3 de la Comisión Nacional de 
Energía Atómica mediante la reacción nuclear 180Hf (n, γ) 181Hf. El 180Hf, con una 
abundancia natural del 35,1 %, se envía a irradiar como parte de hafnio metálico o de 
cloruro de hafnilo octahidratado (HfOCl2.8H2O) según las necesidades experimentales.  
En el caso del 181Hf-Hf0 el dopaje se realiza por disolución del metal en ácido 
fluorhídrico y posterior agregado de la solución de fluoruro de hafnio radiactivo al 
material a investigar. El 181Hf-HfOCl2.8H2O por su parte, puede ser incluido en las 
preparaciones radiactivas luego de una simple disolución en agua destilada 
El isótopo 181Hf presenta las ventajas de su semiperíodo adecuado combinado 
con un tiempo de vida media largo del estado inicial de la cascada. Sin embargo, este 
isótopo no cuenta con aplicaciones importantes en el campo de la biología 
 
b) 111In (EC) 111Cd  
La cascada γ-γ (171- 245) keV, poblada por la desintegración por captura 
electrónica (EC) del 111In (con un semiperíodo de 2,83 días), se utilizó para medir la 
interacción cuadrupolar del estado +5/2 de 245 keV del 111Cd (ver Figura 4). Dicho 
estado tiene una vida media τ= 85 ns y un momento cuadrupolar Q= 0,83 (13) barn). 
Las medidas utilizando 111In se realizaron en el Instituto Helmholtz de 
radiaciones y Física Nuclear (Helmholtz Institut für Strahlen und Kernphysik) sito en 
Bonn (Alemania) donde el 111In se obtuvo comercialmente como 111InDTPA 
(dietiléntriaminopentaacetato de indio) en buffer fosfato a pH 7,0-7,6.  
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Esta sonda PAC presenta, en ciertos entornos atómicos, el problema de la 
aparición de los after effects del proceso de captura electrónica. Esto es, cuando se 
produce la captura electrónica, un electrón de la capa K es absorbido por el núcleo. El 
hueco electrónico resultante se propaga a la superficie del átomo, produciendo varios 
electrones Auger a su paso. Como consecuencia, el átomo sonda queda en un estado 
altamente ionizado (el estado de carga del 111Cd puede ser tan alto como +9 [Sch 71]). 
Si debido a esta razón se producen variaciones en la distribución de carga en torno de la 
sonda durante su permanencia en el estado intermedio de la cascada gama, aparece una 
perturbación de la medida PAC que no permite ver el entorno del átomo. No es fácil 
anticipar cuándo este efecto estará presente. 
El semiperíodo del 111In permite realizar experimentos que requieren un tiempo 
moderado de preparación de muestras. Una ventaja del indio es que tiene varias 
aplicaciones reconocidas en el campo de la química y de la biología, más allá de la 
utilización de su isótopo 111In como sonda PAC [Cha 10]. 
 
 
 
Figura 4: Esquema de desintegración radiactiva del 111In. 
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2.2.2.2 El equipo y el análisis de datos 
  
Las medidas de Correlaciones Angulares Perturbadas consisten en la detección 
de dos rayos γ provenientes del mismo núcleo radiactivo; uno de ellos se utiliza como 
start  (γ1) y el segundo como stop (γ2). En esta sección se describe el equipo utilizado 
para dichos experimentos. 
El equipo consta de cuatro detectores que se arreglan coplanarmente formando 
ángulos de 90º y 180º entre ellos, en cuyo centro se coloca la muestra radiactiva. En la 
Figura 5 se muestra el arreglo experimental que se utiliza (se esquematizaron sólo dos 
detectores por simplicidad). 
Los detectores (Det) consisten en cristales centelleadores cónicos de BaF2 
acoplados a tubos fotomultiplicadores. Los rayos γ que penetran en los cristales 
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Figura 5: Esquema del arreglo experimental para las medidas PAC (se muestran 
dos de las cuatro líneas, por simplicidad). Det: detector, HV: fuente de alta tensión, 
DISC: discriminador, AMP: amplificador, SCA: analizador monocanal, DELAY: 
módulo de retardo, TAC: convertidor de tiempo en amplitud y MCA: analizador 
multicanal 
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producen una respuesta luminosa ultravioleta que el fotomultiplicador convierte en un 
haz de electrones, dando origen a un pulso de tensión proporcional a la energía del rayo 
γ. 
Las señales rápidas desde los ánodos de los fotomultiplicadores alimentan los 
discriminadores (DISC) que permiten discriminar los pulsos correspondientes a 
radiaciones cuya altura sobrepasa la del ruido electrónico. Así los discriminadores 
producen una señal lógica que indica que se ha detectado un fotón e información sobre 
el instante en que se produjo la detección. Este pulso lógico, negativo, se compara en 
una unidad lógica AND con los pulsos provenientes de la rama lenta para determinar si 
el fotón detectado se corresponde con uno de la cascada.  
Las señales lentas desde los dinodos de los fotomultiplicadores son amplificadas 
por el módulo amplificador (AMP) y luego se envía esta señal a un par de módulos 
analizador monocanal (SCA del inglés Single Channel Analyzer) cuyas ventanas de 
energía se ajustan de tal manera que uno de los SCA analiza si la energía corresponde a 
γ1 y el otro si corresponde a γ2. En el módulo SCA que se dé una condición positiva se 
produce un pulso lógico negativo que se envía a la unidad AND correspondiente la cual 
da salida negativa si coinciden en ella la señal del SCA y la que proviene del 
discriminador. 
El módulo AND donde se dé la coincidencia entre la salida rápida y lenta va a 
enviar la señal rápida al convertidor de tiempo en amplitud (TAC). El TAC va a producir 
un pulso analógico cuya altura es proporcional al lapso de tiempo entre las señales start 
y stop (entre la detección del γ1 y γ2). Esta información va a ser almacenada en el 
analizador multicanal (MCA) en una memoria que corresponde a la combinación de 
detectores involucrados. Todas las señales start rápidas convergen en la entrada del 
TAC. Las señales stop rápidas también convergen al TAC, aunque después de haber sido 
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retardadas por un delay para compensar así diferencias temporales entre la rama start y 
stop y asegurar que el stop llegue después que el start. 
Para determinar a qué par de detectores corresponde el evento γ1- γ2 se utiliza 
una unidad de Routing donde se toma esta decisión haciendo coincidir las señales start 
y stop provenientes de los SCA con las señales true start y true stop provenientes del 
TAC.  
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Figura 6: Espectro de coincidencias N(90º, t). 
El equipo utilizado para las medidas presentadas en este trabajo tiene una 
resolución temporal (ancho a mitad de altura, FWHM) de 0.6 ns. La determinación de la 
resolución temporal se explicará en más detalle al discutir la técnica PALS. 
Los cuatro detectores dan lugar a 12 espectros de coincidencias en función del 
tiempo ),( tN θ  donde θ  es el ángulo entre los detectores y t es el intervalo de tiempo 
entre la detección de γ1 y γ2:  
AcctWetN t += − ),(),( / θεθ τ  
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donde: 
Acc  da cuenta de las coincidencias accidentales correspondientes a la detección 
de rayos gama provenientes de diferentes núcleos 
),( tW θ  es la probabilidad por unidad de tiempo de detectar γ1 y γ2 provenientes 
del mismo núcleo separados por un ángulo θ  y un tiempo t 
τ/te−  da cuenta de la probabilidad de que γ2 ocurra a un tiempo t de γ1 siendo τ 
el tiempo medio de vida del nivel nuclear intermedio.  
ε  es un factor que depende del tiempo de medida, de la geometría fuente- 
detector y de la eficiencia de los detectores. Las medidas se realizan tomando 
precaución de que el factor ε  sea el mismo para los 12 espectros.  
Un espectro típico  se muestra en la figura 6 donde aparece el número 
de cuentas correspondientes a las coincidencias γ1-γ2 en función del número de canal. 
Cada canal está asociado a un intervalo de tiempo transcurrido entre γ1 y γ2. Se observa 
que el máximo del espectro, que corresponde a la detección simultánea de γ1 y γ2, esto 
es, t=0, aparece a la derecha del canal 0 debido a las diferencias de retardo entre la línea 
start y stop. La elección de este retardo es la que permite tener a la izquierda del tiempo 
cero varios canales correspondientes a “tiempos negativos” donde se registran sólo 
coincidencias accidentales. Esto hace posible luego hacer la corrección correspondiente. 
A la derecha del tiempo cero se observan las coincidencias reales mostrando la 
dependencia exponencial que se espera de la probabilidad de desexcitación del nivel 
intermedio. Superpuesta a la curva exponencial se observan oscilaciones de pequeña 
amplitud que corresponden al factor de perturbación  (incluido en 
),º90( tN
)(22 tG ),( tW θ ).  
Una vez hecho el descuento de casuales, los espectros ),( tN θ  se combinan para 
determinar la anisotropía R(t) entre las emisiones a 90° y 180°, en función del tiempo t:  
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),º90(2),º180(
),º90(),º180(2)(
tNtN
tNtNtR +
−=  
Reemplazando por la expresión de ),( tN θ  se puede reescribir como: 
),º90(2),º180(
),º90(),º180(2)(
tWtW
tWtWtR +
−=  
Y teniendo en cuenta que  
)
2
1cos
2
3)((1),( 22222 −+= θθ tGAtW  
Se puede establecer que: 
)()( 2222 tGAtR =  
De esta forma, determinando la relación R(t) se obtiene experimentalmente el 
factor de perturbación G22(t). Un espectro típico R(t) se muestra en la figura 7. 
El paso siguiente para extraer las características de los campos extranucleares 
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Figura 7 : Espectro R(t) típico  
(el ajuste de los datos experimentales se muestra como una línea roja). 
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que dan lugar a la perturbación es aproximar la relación experimental R(t) por una 
combinación de factores de perturbación: 
)()( 2222 tGfAtR
i
i
i∑=  
donde cada está dado por: )(22 tG
i
t
n
nn
netSStG δωω −
=
∑+= 3
1
22022 )cos()(  
como se detalló en la sección 2.2.1.3 . 
De esta forma, mediante un ajuste por cuadrados mínimos de los parámetros , 
, 
if
Qiω iη  y iδ  de la expresión teórica a los datos experimentales (mostrado como una 
línea sólida en la figura 7) se pueden caracterizar los gradientes de campo eléctrico 
existentes en los sitios de los átomos sonda. 
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2.3 Espectroscopía Mössbauer 
 
2.3.1 Conceptos teóricos 
 
2.3.1.1 El Efecto Mössbauer 
 
En 1957, Rudolf L. Mössbauer descubrió que la radiación gama emitida y 
resonantemente absorbida por núcleos puede ocurrir sin retroceso cuando dichos 
núcleos pertenecen a átomos en un sólido. Este fenómeno se conoce como “efecto 
Mössbauer” y le valió al descubridor el Premio Nobel de Física en el año 1961. Dicho 
efecto fue aplicado posteriormente al estudio de las pequeñas variaciones de energía del 
núcleo debidas a las interacciones hiperfinas y a la determinación de las diferencias 
energéticas entre el núcleo emisor y el del absorbente debidas a los distintos entornos 
químicos. 
Consideremos la posibilidad de que ocurra absorción resonante entre dos 
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Figura 8: Transiciones nucleares resonantes entre el estado fundamental y el excitado 
en dos núcleos. 
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núcleos como los mostrados esquemáticamente en sus estados fundamental y excitado 
en la Figura 8. El primer núcleo emite una radiación electromagnética, un cuanto γ, 
durante la transición desde el estado excitado (de energía Ee) hacia el estado 
fundamental (de energía Eo). ¿Es posible que el segundo núcleo absorba este cuanto γ 
para pasar del estado fundamental al estado excitado de energía? 
En general la Eγ del fotón será menor que la energía de la transición (Ee-E0) ya 
que el fotón tiene un impulso 
c
E
p γγ =  y en consecuencia el núcleo, que supondremos 
en reposo, retrocede debido a la conservación del impulso, con un impulso pN=pγ., 
llevándose una energía de retroceso ER: 
2
22
22 mc
E
m
pE NR
γ==  
Por este motivo el fotón tendrá una energía Re EEEE −−= )( 0γ , que no es 
suficiente para dar lugar a la absorción resonante.  
En el caso de que el átomo emisor esté fuertemente unido a un sólido puede 
acontecer que la energía de retroceso calculada según la expresión anterior no sea 
suficiente para excitar al primer estado vibracional del sólido. Consecuentemente, y a 
los efectos de la conservación del impulso, es el sólido (o el microcristal) el que 
retrocede como un todo y la energía de retroceso estará dada por la expresión: 
2
2
2Mc
E
ER
γ=  
donde M es la masa del microcristal. Dado que M es al menos 1015 veces mayor 
que la masa de un átomo,  se hace despreciable lográndose de esta manera la 
emisión de fotones con una energía que, dentro del ancho natural de la línea γ, es igual a 
la energía de la transición. Con las mismas consideraciones se puede ver que existe la 
RE
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posibilidad de que un núcleo rígidamente unido a un microcristal pueda absorber 
radiación γ sin retroceso. 
El efecto Mössbauer ha sido observado en más de 100 transiciones gama en más 
de 70 isótopos de al menos 42 elementos diferentes. Sin embargo en el 90 % de los 
experimentos Mössbauer se utiliza sólo uno de los isótopos, el 57Fe, hecho que explica 
que para mucha gente 57Fe y Espectroscopía Mössbauer sean sinónimos. Dicho isótopo 
presenta propiedades físicas casi ideales para Espectroscopía Mössbauer [Gre] y forma 
parte de variados materiales de interés tecnológico. 
Los átomos emisores y los átomos absorbentes forman parte de compuestos o 
materiales que serán llamados, de aquí en adelante, “fuente” y “absorbente” 
respectivamente. 
La “Espectroscopia Mössbauer” (EM) puede ser empleada para el estudio de una 
gran variedad de fenómenos que involucren el corrimiento o división de los niveles de 
energía nuclear que resultan de la interacción entre el núcleo y los electrones y campos 
extranucleares respectivamente. Efectivamente, el hecho de que los electrones s de los 
átomos tengan una función de onda no nula en el sitio del núcleo hace que la energía de 
los niveles nucleares cambie. La dependencia de la función de onda con el entorno 
químico hace entonces que el corrimiento de los niveles nucleares dependa del entorno 
químico. Por otra parte, en el caso de núcleos que tengan un momento magnético 
dipolar la aparición de un desdoblamiento de los niveles de energía nuclear se puede 
esperar cuando exista un campo magnético extranuclear y análogamente cuando el 
núcleo tenga un momento cuadrupolar eléctrico y esté en una posición donde existe un 
gradiente de campo eléctrico producido por cargas externas habrá también un 
desdoblamiento. De hecho, también existe la posibilidad de interacciones combinadas. 
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Como en el trabajo de tesis sólo vamos a tener contacto con las interacciones 
cuadrupolares eléctricas en lo que sigue se presenta sólo ese tipo de interacción. 
Los conceptos físicos básicos del método están descriptos extensamente en la 
literatura [Gre], aquí se señalarán puntos de interés para la comprensión de los 
resultados de esta tesis.  
 
2.3.1.2 Espectroscopía Mössbauer de transmisión 
 
Como ya se mencionó, la Espectroscopía Mössbauer se trata de una técnica de 
absorción nuclear resonante basada en la posibilidad de que procesos de absorción y 
emisión de energía nuclear puedan ocurrir sin que los núcleos de los isótopos 
involucrados retrocedan. Dependiendo de la rigidez del material en el cual están los 
isótopos, hay una probabilidad de que este efecto ocurra. 
Debido a que los átomos de la fuente y del absorbente pueden tener distinto 
entorno químico y entonces distintas energías de transición, la absorción se asegura 
Fuente con 57Co Absorbente con 57Fe
(muestra)
Detector
 
Figura 9: Geometría del arreglo experimental en la Espectroscopía Mössbauer en 
el modo de transmisión. 
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modificando la energía de la radiación por efecto Doppler, al mover uno de los sistemas 
respecto del otro. El modo de trabajo más común es la EM de transmisión, donde se 
utiliza una fuente estándar de 57Co móvil que se desintegra a un estado excitado de 57Fe, 
el cual se desexcita por emisión de una radiación gama de 14,4 keV al estado 
fundamental. Dicha radiación es capaz de excitar resonantemente al 57Fe presente en la 
muestra (absorbente) que se mantiene estática. En la Figura 9 se muestra un arreglo 
típico de EM de transmisión.  
 
2.3.1.3 La forma de la línea  
 
Si el isótopo Mössbauer en la fuente está en un entorno químico o atómico 
exactamente igual que los isótopos Mössbauer del absorbente y si este entorno es tal 
que no actúan campos extranucleares sobre los isótopos entonces la absorción resonante 
ocurrirá mayoritariamente en el caso en el cual la fuente y el absorbente estén en reposo 
relativo. El espectro Mössbauer correspondiente a este caso, es decir, el número de 
fotones transmitidos como función de la velocidad relativa entre la fuente y el 
absorbente será como el mostrado en la figura 10. Puede observarse que la absorción 
resonante (menor transmisión) aparece para velocidad cero. Aún así la línea de 
absorción tiene un ancho que está dado por Γ2  donde Γ  es el ancho de la línea natural 
del rayo gama. Γnat, que es extremadamente fino y está gobernado por la relación: 
     =Γ τ.nat ћ 
donde τ es la vida media del estado excitado. 
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La distribución de la intensidad de la línea γ en función de la energía (o de la 
velocidad) se puede aproximar como una distribución lorentziana de ancho 2Γ a mitad 
de altura. La intensidad relativa f de la línea de resonancia está determinada por la 
probabilidad de eventos, en la fuente y el absorbente, sin retroceso. Estos conceptos se 
muestran esquemáticamente en la figura 11. 
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Figura 10: Espectro Mössbauer obtenido en un caso donde el 57Fe tiene el mismo 
entorno químico en el absorbente como en la fuente y no está influenciado por 
campos extranucleares 
 
2.3.1.4 El corrimiento isomérico 
 
En la EM se observa una resonancia cuando los rayos γ emitidos por la fuente 
tienen exactamente la energía correcta para la excitación sin retroceso de núcleos 
estables en el absorbente. La diferencia de energía ΔE causada por la diferencia en la 
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densidad de carga de electrones s entre los átomos fuente y los del absorbente es 
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Figura 11: Esquema simplificado de la influencia sobre las líneas Mössbauer de las 
diferencias de entornos químicos y campos extranucleares existentes en los sitios 
Mössbauer en la fuente y en el absorbente [Gon 86] 
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conocida como el corrimiento isomérico δ y se describe en el apéndice. Debido a que 
las distribuciones radiales de los electrones s y d se solapan, el corrimiento isomérico δ 
provee también una medida de la población de electrones d y es un buen indicador del 
estado de oxidación en los sitios del isótopo Mössbauer [Güt 78]. 
Usualmente la diferencia de energía ΔE se da en términos de la velocidad v 
necesaria para compensar esa diferencia de energía por efecto Doppler: 
c
E
Ev
γ
Δ=  
Dado que los corrimientos isoméricos experimentales son relativos es deseable 
establecer una única referencia para los isótopos Mössbauer en distintos entornos de 
manera de poder comparar las mediciones. Para el caso de muestras con 57Fe se usa 
como referencia el corrimiento isomérico de este isótopo en α-Fe a temperatura 
ambiente. En la figura 11 se resumen las características del corrimiento isomérico y su 
efecto en la posición de la línea Mössbauer. 
 
2.3.1.5 El desdoblamiento cuadrupolar  
 
Como ya fue adelantado la energía de transición entre los estados fundamental y 
excitado del 57Fe puede modificarse si existe una interacción de los momentos nucleares 
con los campos extranucleares. En particular si el núcleo posee un momento 
cuadrupolar eléctrico Q y está en un sitio donde existe un gradiente de campo eléctrico 
(caracterizado por un tensor Vij) producido por una distribución de cargas alrededor del 
núcleo, se dice que se establece una interacción cuadrupolar eléctrica que desdobla los 
niveles nucleares del 57Fe, y una medida de las energías de absorción permitirá obtener 
información sobre la estructura electrónica y molecular local alrededor de la sonda 
Mössbauer.  
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Puede demostrarse (ver apéndice) que la interacción del momento cuadrupolar 
nuclear eléctrico eQ con el gradiente de campo eléctrico en el sitio del núcleo desdobla 
el nivel nuclear del estado excitado del 57Fe (espín I=3/2) en dos subniveles (±3/2 y 
±1/2) mientras que el nivel basal I=1/2 se mantiene degenerado. Esto da origen a dos 
líneas de absorción en el espectro Mössbauer separadas por una energía Δ: 
2/12
3
1
2
1
⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛ +=Δ ηZZeQV  
que es el llamado desdoblamiento nuclear cuadrupolar y origina en el espectro 
Mössbauer dos líneas de resonancia. En el caso de muestras policristalinas 
(microcristales orientados al azar) las líneas son de la misma intensidad (caso de la 
figura 11). Es de notar que la información que brinda la medida de Δ contiene las 
cantidades Vzz y η, siendo imposible conocer ambas por separado. Experimentalmente 
Δ se obtiene de la separación entre las dos líneas Mössbauer y δ del centroide del 
espectro. En la figura 11 se resumen las características del desdoblamiento cuadrupolar 
y su efecto en el espectro Mössbauer. 
 
2.3.2 Método experimental 
 
2.3.2.1. El núcleo sonda  
 
En las medidas Mössbauer presentadas en esta tesis se utilizó como núcleo 
sonda el 57Fe. El fotón necesario para la transición nuclear del 57Fe es provisto por la 
“fuente Mössbauer” que consiste en 57Co radiactivo diluido en una matriz cúbica y no 
magnética de rodio (en estas condiciones la línea de emisión es única) de actividad 
nominal 50 mCi. El 57Co decae a 57Fe con un semiperíodo de 270 días por captura 
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electrónica seguida de la emisión de un fotón de 122 keV, produciendo con alta 
probabilidad el estado excitado del núcleo de 57Fe de espín nuclear I=3/2. En algunos de 
esos núcleos la transición al estado fundamental (I=1/2) puede ocurrir sin retroceso, 
liberando un rayo gama de energía 14,4 keV extremadamente bien definida (ancho de 
línea Γ= 4,9.10-9 eV). Un esquema de la desexcitación del 57Co se muestra en la Fig. 12.  
 
 
Figura 12: Esquema de desintegración radiactiva del isótopo 57Co. 
La abundancia relativa del 57Fe en el hierro natural es bastante baja (2,19 %) 
pero el isótopo tiene una alta sección efectiva de captura del rayo gama de 14,4 keV lo 
cual permite obtener, en la mayoría de los compuestos inorgánicos de hierro, buenos 
espectros Mössbauer en tiempos prudenciales. Sin embargo, cuando el contenido de 
hierro de la muestra es bajo (como sucede en proteínas o en aleaciones de hierro muy 
diluidas) es necesario un enriquecimiento isotópico de la muestra. 
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2.3.2.2 El equipo y el análisis de datos  
 
Los experimentos Mössbauer presentados en esta tesis fueron realizados en la 
geometría de transmisión convencional. El espectrómetro Mössbauer clásico consiste en 
dos ramas, una de adquisición y otra de control de velocidad. Ambas convergen a un 
multiescalímetro. Un esquema en bloques del equipo Mössbauer se muestra en la figura 
13. 
La rama de adquisición consta de un detector gaseoso del tipo contador 
proporcional cuya señal es amplificada para ser analizada por un analizador monocanal 
(SCA). En caso de que el rayo detectado fuera de la energía de la desexcitación de 
interés, se acumula una cuenta en el canal habilitado del multiescalímetro. 
 
Fuente de 57Co Muestra con 57Fe
 
Figura 13: Esquema del arreglo experimental para las medidas Mössbauer en la 
geometría de transmisión. PREAMP: preamplificador, AMP: amplificador, SCA: 
analizador monocanal. 
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La rama de control de velocidad incluye un módulo drive que mueve la fuente 
relativamente a la muestra (absorbente) y un servoamplificador. El multiescalímetro 
genera internamente una onda de velocidad como referencia para el servoamplificador, 
que compara dicha onda con el movimiento real del drive y corrige las diferencias. De 
esta manera la apertura y cerrado de canales en el multiescalímetro queda sincronizado 
con el movimiento de la fuente. Con esta sincronización se consigue que a cada 
velocidad del drive le corresponda siempre el mismo canal del multiescalímetro. Así, el 
multiescalímetro cuenta los eventos detectados y seleccionados en función de la 
velocidad del drive en ese instante. La instrumentación consistió en módulos 
procesadores de pulsos ORTEC CMTE MA-250 con un drive MR-350. Para la 
adquisición de los espectros y la generación de la onda de velocidad de referencia se 
utilizó equipamiento recientemente desarrollado en nuestro laboratorio [Vei 11].  
De esta manera se obtienen espectros Mössbauer que muestran las cuentas 
detectadas en función de la velocidad (en mm/s). Un espectro Mössbauer típico, con los 
que se tratará en esta tesis, se muestra en la figura 14.  
En  los casos más simples, esto es, cuando se trata de absorbentes 
extremadamente delgados es posible aproximar estos espectros con curvas Lorentzianas. 
La información a extraer es el desdoblamiento cuadrupolar Δ dado por la separación de 
las componentes del doblete, el corrimiento isomérico δ dado por la posición del 
centroide del doblete, el ancho a mitad de altura de la línea Mössbauer y la fracción 
relativa f de isótopos Mössbauer que experimentan una dada interacción (en el caso de 
que haya más de una). Para extraer información de las interacciones cuadrupolares de 
los isótopos Mössbauer en la muestra, así como acerca del corrimiento isomérico se 
ajustan por cuadrados mínimos una suma de distribuciones lorentzianas de ancho 
. absorbentefuente Γ+Γ
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  En el caso de absorbentes no suficientemente delgados se requiere un modelo de 
ajuste más complejo ya que la probabilidad de absorción resonante pasa a depender de 
la profundidad en el absorbente donde se produce la absorción. Esto conduce a una 
pérdida de proporcionalidad entre la amplitud de la línea y la fracción relativa de cada 
interacción. Si bien es posible tener en cuenta este efecto de espesor ajustando los datos 
con la integral de transmisión Mössbauer [Vér 79], el análisis de los datos se hace muy 
dependiente del espesor efectivo del absorbente. Este espesor depende del espesor real 
del absorbente y de la probabilidad de absorción resonante libre de retroceso (factor de 
Mössbauer- Lamb) la cual no siempre es conocida para la muestra bajo estudio. Todo 
esto quita confiabilidad a las fracciones obtenidas a partir de este modelo de ajuste. 
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Figura 14: Espectro Mössbauer típico. 
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2.3.2.3 Adaptación del equipo para las medidas a baja temperatura 
 
Como ya fue mencionado, para que existan probabilidad de emisión/absorción 
sin retroceso se requiere que el isótopo Mössbauer esté unido rígidamente al sistema 
que lo hospeda. Si bien esta condición se satisface normalmente a temperatura ambiente 
en el caso de la fuente Mössbauer, puede no ser el caso en el absorbente. En particular  
en el caso de los materiales de interés en esta tesis, que pueden ser rotulados como 
materia blanda, la probabilidad de que ocurra absorción resonante libre de retroceso, a 
temperatura ambiente, es muy baja. Aparece entonces la necesidad de congelar las 
muestras o de enfriarlas a temperaturas muy bajas a fin de aumentar adecuadamente la 
probabilidad de absorción.  
De esta forma, para las medidas con el absorbente a bajas temperaturas fue 
necesario diseñar un dispositivo especial capaz de enfriar el absorbente permitiendo que 
la radiación de la fuente incidiera sobre él y que la radiación transmitida llegara al 
detector.  
 
 
Figura 15: Dispositivo para medidas Mössbauer a bajas temperaturas: vista 
externa (izquierda) y vista lateral (derecha). 
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El dispositivo diseñado consistió en una caja de telgopor de alta densidad (con 
dimensiones ancho, largo y alto de 13 cm, 17 cm y 12 cm respectivamente) con una 
lámina de cobre en su base interna y con un cilindro hueco de cobre (diámetro de 3 cm y 
altura de 9 cm) soldado en el centro de la lámina. Para asegurar que la radiación de la 
fuente pudiera atravesar el arreglo, se realizaron sendos orificios en la base y en la tapa 
del dispositivo, continuos a la luz del cilindro. Un esquema de este dispositivo se 
muestra en la figura 15. 
Una vez colocados, dentro del cilindro, el portamuestra cilíndrico y una 
termocupla (a fin de monitorear la temperatura de la muestra durante la medida), la caja 
se llenó con hielo seco y se tapó. El dispositivo fue colocado luego en el espectrómetro 
Mössbauer alineando sus orificios con el haz de radiación gama de la fuente.  
Con este sistema se realizaron medidas en temperaturas alrededor de -75ºC. 
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2.4 Espectroscopía de Aniquilación de Positrones en el modo 
de Medición de Vidas Medias (PALS) 
 
2.4.1 Conceptos teóricos 
 
2.4.1.1 Aniquilación de positrones en un material 
 
Cuando los positrones energéticos de una fuente radiactiva son inyectados en un 
medio condensado, comienzan a interactuar con los electrones y los núcleos de los 
átomos que constituyen el material. Este proceso donde el positrón es frenado hasta 
poseer la energía térmica del medio se llama termalización. El rango de penetración 
durante la termalización depende de la energía cinética del positrón y de la densidad 
electrónica del material y se realiza en lapsos de tiempo del orden de los picosegundos. 
La probabilidad de aniquilación del positrón se hace importante al momento de la 
termalización. 
Luego de la termalización, el positrón todavía puede difundir en el material y 
finalmente, después de vivir en equilibrio térmico, puede aniquilarse con un electrón del 
medio principalmente produciendo dos rayos γ de 511 keV. El tiempo de vida media de 
los positrones es característico de cada material y varía de 100 a 500 ps. La vida media 
puede extenderse hasta algunos nanosegundos en el caso de la formación de positronio 
(como se discutirá en la siguiente sección). 
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 2.4.1.2 Formación de positronio  
 
En medios no conductores existe la probabilidad de que la interacción entre un 
positrón y un electrón devenga en un estado ligado llamado positronio, muy similar a un 
átomo de hidrógeno. Ya que el e- y el e+ tienen la misma masa, ambos “giran” a la 
misma velocidad alrededor de su centro de masa fijo manteniendo una distancia de 1,06 
Å.  
Si el espín del electrón y el del positrón son paralelos, se forma un estado triplete 
(espín=1) llamado orto-positronio (o-Ps) mientras que de espines opuestos resulta la 
especie para-positronio (p-Ps) de espin cero. El o-Ps y el p-Ps se forman en relación 
3:1.  
Las vidas medias de autoaniquilación del positronio presentan valores 
característicos, que pueden ser calculados teóricamente, que son para el para-positronio 
τp-Ps= 125 ps y para el orto-positronio τo-Ps= 142 ns. Esta última vida media no puede ser 
observada en el caso del positronio en la materia ya que por un proceso denominado 
pick off el positrón del o-Ps se aniquila con un electrón de espin opuesto del medio, y no 
con el electrón al que está ligado. Este proceso acorta la vida media del o-Ps a tiempos 
del orden de algunos nanosegundos o menos. Si el o-Ps es atrapado en una región del 
material con más espacio, es decir menor densidad electrónica, el pick off se reduce y la 
vida media aumenta. Otro proceso que puede reducir la vida media del o-Ps es la 
conversión de espín de alguna de las partículas del positronio, causada por especies 
paramagnéticas, que resulta en el cambio de o-Ps a p-Ps seguido por una rápida 
autoaniquilación. Como otros átomos, el positronio puede participar en procesos 
químicos, como la oxidación del positronio a positrón libre o la formación de 
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compuestos con otros átomos. En estos casos la vida media del o-Ps se ve reducida y se 
dice que el o-Ps está quencheado.  
En la Tabla 1 se resumen los tiempos de vida media del positrón (libre y 
atrapado en un defecto) y del positronio.  
 
 Tipo de proceso Vida media 
e+ "libre" 2 γ 0,1-0,4 ns 
e+ "atrapado" 2 γ 0,2-0,5 ns 
p-Ps 2 γ (autoaniquilación) 0,125 ns 
3γ (autoaniquilación) 142 ns o-Ps 
2 γ (pick-off) <3 ns 
 
Tabla 1: Escalas de tiempo características de varios procesos de aniquilación de 
positrones en la materia. 
 
2.4.1.3 Información obtenida a partir de una medida PALS 
 
Las medidas de Espectroscopía de Aniquilación de Positrones en el modo de 
medición de vidas medias permiten obtener información sobre la densidad electrónica y 
la existencia de defectos del medio donde se produce la aniquilación del positrón. En el 
caso de materiales donde existe probabilidad de formación de positronio también es 
posible obtener información sobre el tamaño de las cavidades del material así como de 
sus características físicas y químicas. 
A continuación se detalla cómo se obtiene la información mencionada a partir de 
las medidas PALS.  
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1) Densidad electrónica del medio 
 
La vida media del positrón τ es una función de la densidad electrónica en el sitio 
de la aniquilación. La probabilidad de aniquilación por unidad de tiempo λ, que es la 
recíproca de τ, está dada por la superposición de la densidad de positrones n+(r) = 
|Ψ+(r)|2 y la densidad de electrones n-(r) [Nie 79]: 
drrnrcr γπτλ ).()(..
1 22
0 −
+∫ Ψ==  
donde r0 es el radio clásico del electrón, c es la velocidad de la luz en el vacío, r 
es el vector posición y γ describe el incremento en la densidad electrónica debido a la 
atracción culombiana entre un positrón y un electrón. 
De aquí que la medida del tiempo de vida media del positrón permite obtener 
información sobre la densidad electrónica n-(r) encontrada por él.  
En el caso de positrones atrapados en defectos del tipo vacancia y sus 
aglomerados, la vida media del positrón aumenta respecto a la de la muestra libre de 
defectos debido a la menor densidad electrónica de la vacancia.  
 
2) Tamaño de cavidades 
 
La vida media de autoaniquilación del o-Ps en el vacío aparece como un sensor 
adecuado para medir el tamaño de una cavidad (vacía) en un medio material. La 
probabilidad por unidad de tiempo de un proceso pick off va a depender de las 
dimensiones de la cavidad. Se han propuesto modelos que relacionan la vida media del 
o-Ps en una cavidad con el radio de la misma. En este sentido el modelo de Tao- Eldrup 
[Tao 72] resulta útil para poros menores a 1 nm y el modelo Tokio [Ito 99] o RTE [Dul 
01] para tamaños de poro mayores (hasta decenas de nanómetros). 
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En el modelo de Tao- Eldrup se asume que el o-Ps está confinado dentro de una 
esfera rígida de radio R0. En la pared de la esfera hay una nube electrónica de espesor 
R0 – R1. Según este modelo, la expresión general que correlaciona la vida media del o-
Ps (τ/ns) y la dimensión promedio de la cavidad (R/Ǻ) donde éste se aniquila es: 
1
66.1
2sin
2
1
66.1
1
2
1
−
⎥⎦
⎤⎢⎣
⎡ ⎟⎠
⎞⎜⎝
⎛
+++−= R
R
R
R π
πτ  
En la Figura 16 se grafica la relación entre la vida media del o-Ps en ps y el radio 
promedio de la cavidad (Ǻ) según el modelo de Tao- Eldrup.  
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Figura 16: Relación entre la vida media del o-Ps (ps) y el radio promedio de la 
cavidad donde se aniquila (Ǻ) según el modelo de Tao- Eldrup. 
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 3) Características físicas y químicas del medio  
 
El proceso de formación de positronio, en particular la probabilidad de que dicha 
formación ocurra, provee información acerca de la estructura física y química del 
sistema bajo estudio. 
Existen dos modelos que describen el proceso de formación del positronio: el de 
Ore y el de espuela (traducido del inglés, “spur model”). En el modelo de Ore se supone 
que los positrones pueden interactuar con un electrón del medio y formar positronio 
sólo si su energía cinética está dentro de un cierto intervalo energético. Los positrones 
que posean energías fuera de ese intervalo son incapaces de formar positronio, 
inhibiendo este proceso en el cual influyen varios factores. En el modelo de espuela se 
considera que el positrón, a medida que se va frenando por las colisiones con los 
componentes de medio, va causando ionizaciones y excitaciones electrónicas. El 
positrón pierde sus últimos 100-200 eV en crear una “espuela” o conglomerado de 
electrones, iones, radicales libres y moléculas excitadas, los cuales se encuentran muy 
cerca unos de otros con una gran probabilidad de reaccionar entre sí. En este modelo la 
formación de positronio se efectuaría por la interacción culombiana entre el positrón y 
el electrón dentro de la espuela. La formación de positronio compite en este caso con 
otros procesos: recombinación de electrones con iones positivos, difusión de los 
electrones fuera de las espuelas y el secuestro que las moléculas del medio ejercen sobre 
el electrón y el positrón.  
En materiales que revistan una alta complejidad química (tal es el caso de los 
sistemas biológicos) se puede anticipar que no será posible extraer mayor información a 
partir de la probabilidad de formación de positronio.  
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estable
2,6 años
β+ 545 keV (90,4 %)
captura electrónica (9,5 %)
 
Figura 17: Esquema de decaimiento radiactivo del 22Na 
 
2.4.2 Método experimental 
 
2.4.2.1 La fuente de positrones 
 
La fuente convencional de positrones utilizada para medidas PALS es el 22Na 
cuyo esquema de desintegración radiactiva se muestra en la figura 17. 
El 22Na se desintegra por emisión β+ ( ) con un semiperíodo t1/2 
de 2,6 años. La energía del positrón emitido, que es como máximo de 545 keV y cuya 
distribución se muestra en la figura 18, decrece dentro de la muestra en unos pocos 
picosegundos por interacciones con los electrones y las moléculas del medio. Si bien las 
características del proceso dependen, como se ha mencionado, de la naturaleza del 
material, los órdenes de magnitud típicos de este proceso de termalización son de 100 
μm para la profundidad media de penetración y ocurre en unos pocos picosegundos. 
Luego de la termalización, el positrón todavía puede difundir unos 100 nm. En el caso 
νβ ++→ ++ np
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particular del agua se ha calculado que para positrones con energía media de 215 keV el 
rango de termalización es de 280 μm [Nuc 12]. 
 
Figura 18: Distribución energética de los positrones emitidos durante la 
desintegración del 22Na.  
Una característica importante de esta desintegración es que, pocos picosegundos 
después de la emisión del positrón, el núcleo emite un fotón de 1274 keV. Esta emisión 
gama “en coincidencia” con la aparición del positrón, se toma como señal de start del 
experimento y permite realizar medidas de vida media de este último. En la Figura 19 se 
muestra esquemáticamente la secuencia de procesos que sufre el positrón desde que se 
emite por desintegración del 22Na hasta que se aniquila en el medio. El tiempo de vida 
media se mide como el tiempo transcurrido entre la señal de 1274 keV y los rayos γ que 
se producen cuando el positrón se aniquila (511 keV). 
La fuente de positrones se prepara evaporando pocos μCi de una solución de 
22NaCl sobre una lámina soporte metálica o plástica delgada (típicamente de 1 mg/cm2) 
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que luego es cubierta con una lámina del mismo material y de igual tamaño. Finalmente 
los bordes de las láminas superpuestas son sellados con pegamento. 
El método de trabajo más común se denomina “arreglo sándwich” y consiste en 
colocar la fuente de positrones entre dos piezas idénticas de la muestra problema de 
espesor suficientemente grande para absorber todos los positrones. En la figura 20 se 
esquematiza una vista lateral de dicho arreglo. 
Cuando se utiliza este modo de trabajo existe la posibilidad de que los positrones 
que se producen por desintegración del 22Na se aniquilen, además de en el espesor de la 
muestra, en los materiales de la fuente (lámina, pegamento), haciéndose necesaria una 
“corrección por aniquilación en la fuente” de los resultados. Los parámetros de 
aniquilación característicos en la fuente pueden obtenerse si se mide, en arreglo 
sándwich, una muestra de referencia (en la cual el positrón se aniquila con un τ 
conocido). Este punto será desarrollado en “Experimental”). 
 
Figura 19: Esquema de los procesos que sufre un positrón desde que es emitido por 
el 22Na hasta que se aniquila en el medio. 
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Figura 20: Esquema de la vista lateral del arreglo sándwich muestra-fuente de 
positrones-muestra.   
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2.4.2.2 El equipo y el análisis de datos 
 
Los tiempos de vida media se midieron utilizando un sistema rápido-rápido de 
coincidencias convencionalmente utilizado en espectroscopía nuclear cuyo esquema se 
muestra en la figura 21. 
Los detectores consisten en centelleadores acoplados a tubos fotomultiplicadores 
(PM). En los experimentos aquí presentados se utilizó un detector sellado con 
centelleador plástico/PM junto con un detector constituido por un cristal de BaF2 
acoplado a un fotomultiplicador XP2020Q (Photonis). Las señales desde los ánodos de 
estos detectores son analizadas con discriminadores (DISC) cuyas ventanas de energía 
se ajustan de tal manera que uno de los detectores registre el γ correspondiente a la 
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aparición del positrón (1274 keV, señal start) y el otro el que corresponde a la 
aniquilación (511 keV, señal stop). Las señales lógicas producidas por los 
discriminadores se dirigen al convertidor de tiempo en amplitud (TAC) (la señal stop es 
retardada antes por un delay para asegurar que el stop siempre llegue después que el 
start.). El TAC va a producir un pulso analógico cuya altura es proporcional al lapso de 
tiempo entre las señales start y stop, dando información sobre la vida media de 
aniquilación. En este sentido, el retardo también asegura que a la mayoría de los eventos 
de coincidencias (que ocurren en tiempos cortos) les correspondan, a la salida del TAC, 
pulsos de amplitud adecuada. Estos pulsos son analizados por un analizador multicanal 
(MCA) que cuenta los pulsos que recibe discriminándolos según su altura. La forma 
típica del espectro obtenido con el analizador multicanal será discutida, en lo que sigue, 
 
Muestra
Detectores
DDISC DISC
Centelleadores
 
Figura 21: Diagrama esquemático del equipo utilizado para las medidas de 
Espectroscopía de Aniquilación de Positrones en el modo medición de Vidas 
Medias. PM: fotomultiplicador, DISC: discriminador, D: delay, TAC: convertidor 
de tiempo en amplitud, MCA: analizador multicanal,  
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en relación con los experimentos llevados a cabo para establecer la resolución temporal 
del equipo.  
 
 
Figura 22: Esquema de desintegración radiactiva del 60Co. 
La resolución temporal se obtiene observando el espectro de coincidencias de 
dos radiaciones gama emitidas en cascada prompt, esto es, la segunda radiación emitida 
inmediatamente después de la primera. A tal fin, el conjunto muestra- fuente se 
reemplaza por una fuente de 60Co que se desintegra por emisión β- al estado excitado de 
2,5 MeV del 60Ni el cual se desexcita al estado fundamental mediante la emisión de dos 
radiaciones gama en cascada (1,17- 1,33 MeV) siendo el tiempo de vida del nivel 
intermedio de τ = 0,73 ps. El esquema de desintegración del 60Co se muestra en la figura 
22. El espectro de coincidencias se obtiene sin cambiar los parámetros del equipo: la 
segunda radiación es analizada con la ventana energética start mientras que la señal stop 
es generada por el fondo Compton de la radiación de 1170 keV.  
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En la figura 23 se muestra el espectro de coincidencias obtenido con una fuente 
de 60Co. Esta curva, comúnmente llamada prompt, muestra cómo las coincidencias 
reales se distribuyen en torno del tiempo cero que se corresponde con el máximo de la 
curva. Dicho máximo aparece en un canal a la derecha del canal cero, corrimiento 
asociado con el retardo de la línea stop respecto de la start. Se observan también 
coincidencias accidentales entre radiaciones que provienen de distintos núcleos. Éstas 
aparecen a la derecha y a la izquierda del tiempo cero. La resolución temporal se 
determina a partir del ancho a mitad de altura (FWHM) del espectro del 60Co expresado 
en unidades de tiempo (de acuerdo a la calibración del arreglo experimental, que en este 
caso fue de 24,4 ps/canal). La resolución temporal está afectada por la dispersión 
temporal en la desexcitación del centelleador (mediante emisión de fotones visibles o 
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Figura 23: Espectro de coincidencias obtenido con una fuente de  60Co. Se muestran 
las cuentas accidentales, el canal correspondiente al tiempo cero y la resolución 
temporal obtenida a partir del ancho a mitad de altura del pico (FWHM) para una 
calibración de 24,4 ps/canal. 
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ultravioletas), en la incidencia de dichos fotones sobre el fotocátodo, en el tránsito de la 
descarga en el tubo fotomultiplicador y en la respuesta del discriminador.  
La resolución temporal de las medidas presentadas en esta tesis fue de alrededor 
de 320 ps. Dicha resolución se encuentra por encima del valor deseable para estudiar 
materiales condensados donde sólo existen especies positrónicas de cortas vidas medias 
(100 a 500 ps). Si bien se hicieron intentos por mejorar la resolución temporal, que 
incluyeron el desarmado y nuevo acoplamiento del sistema BaF2/ XP2020Q, la apertura 
del detector plástico y el ajuste cuidadoso de las ventanas de energía de los 
discriminadores, no se obtuvo ninguna mejora sustancial.  
Teniendo en cuenta que en los sistemas de interés en este trabajo de tesis existe 
la posibilidad de que el positrón forme orto-positronio cuyos tiempos de vida media se 
encuentran, de manera característica, por encima de los 1000 ps se consideró que con la 
resolución alcanzada era posible realizar una evaluación preliminar de las posibilidades 
de éxito de la técnica PALS en este tipo de sistemas. En la actualidad se está trabajando 
en la puesta a punto de otro espectrómetro PALS en vistas de lograr una mejor 
resolución temporal.  
Los datos crudos de una medida PALS son, como se ha mostrado para el 60Co, el 
número de cuentas en función del número de canal (o de tiempo, considerando la 
calibración). Previo al ajuste de los datos, se restan al espectro crudo las coincidencias 
accidentales (provenientes de radiaciones asociadas a distintos positrones) y se obtiene 
un número de cuentas n(t) que es proporcional al número de positrones que se aniquilan 
al tiempo t.  
Es de esperar que el espectro de aniquilación de positrones en sistemas 
biológicos consista en una distribución continua de vidas medias debido a la alta 
inhomogeneidad de los mismos, tal como fue observado en el caso de polímeros [Liu 
 61
95]. Así, se podría tratar de extraer de los datos experimentales la distribución de 
intensidades de las distintas vidas medias mediante un análisis basado en la 
transformación de Laplace del espectro medido. Sin embargo, como se verá más 
adelante, en los estudios PALS de sistemas biológicos frecuentemente se utiliza un 
conjunto reducido de contribuciones discretas, esto es, el análisis de los datos se realiza 
descomponiendo n(t) en una suma de funciones exponenciales ∑ ⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛−=
i i
i
tntn τexp)( , 
donde ni es proporcional al número de positrones que se aniquilan con una probabilidad 
por unidad de tiempo 
i
i τλ
1= .  
A fines de poder comparar nuestros resultados con los estudios PALS 
previamente reportados, en este trabajo de tesis nos restringiremos a este último tipo de 
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Figura 24: Típico espectro PALS de una muestra tisular. Las tres componentes del 
espectro se indican con líneas rojas.  
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análisis. En la Figura 24 se muestra un típico espectro de coincidencias de un tejido 
biológico que presenta tres contribuciones exponenciales caracterizadas por τi que se 
numeran según el tiempo de vida media (líneas rojas). 
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Capítulo 3 
 
Aplicaciones previas de las técnicas nucleares a 
sistemas de interés biológico  
 
3.1 Introducción 
 
Las técnicas nucleares con las que se trata en este trabajo de tesis permiten, 
como se ha mencionado, obtener información a nivel nanométrico de los sistemas bajo 
estudio. Sin embargo, el impacto de las aplicaciones de dichas técnicas a la 
investigación de sistemas de interés en biología ha sido distinto según el caso. 
La historia de la aplicación de la técnica PAC en sistemas biológicos empezó 
con estudios de dinámica y estructura en macromoléculas [Lei 68]. Aunque el atractivo 
de la técnica en el área de la biología ha sido bien reconocido [Bod 83], son escasos los 
trabajos PAC en la mencionada área, hecho que se debe en gran parte a la naturaleza 
extraña de los átomos PAC respecto a los sistemas biológicos. Revisiones de estas 
aplicaciones puede encontrarse en la bibliografía [Hem 04, Bau 85]. 
La Espectroscopía Mössbauer permite obtener información detallada sobre el 
entorno próximo de la sonda Mössbauer, siendo una técnica completamente específica 
para el tipo de núcleo bajo estudio. Estos atributos hacen a la EM particularmente 
apropiada para el estudio de grandes y complejas moléculas biológicas que incluyen 
átomos Mössbauer en sus centros activos. Debido a que entre dichos átomos se 
encuentra el 57Fe y que el hierro tiene un rol crucial en muchísimas biomoléculas, la 
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Espectroscopía Mössbauer ha resultado sumamente útil para el estudio de sistemas 
biológicos [Dic 86, Zha 94, Kam 05] y es, entre las técnicas nucleares que interesan en 
este trabajo de tesis, la que lleva la delantera en el campo de la biomedicina.  
Por último, el advenimiento de la técnica PALS como una herramienta para el 
estudio de sistemas biológicos es todavía más reciente. Entre los trabajos que se han 
reportado se incluyen investigaciones en transiciones de fase de proteínas y lípidos 
[Mac 79, Bel 79], estudios de tejidos tumorales [Jea 06, Eli 05], de degradación y 
radiólisis de proteínas [Osh 99] y, más recientemente, del posible uso de la técnica para 
evaluar el rol de las cavidades en la compresibilidad y expansión térmica de proteínas 
[Her 05]. 
En este capítulo se hará una revisión de las aplicaciones de estas técnicas a 
sistemas de interés en biología y se finalizará con un análisis del impacto, relevancia y 
calidad experimental de las mismas. Partiendo de esta base se definirán sistemas 
particulares de estudio para esta tesis.  
 
3.2 Revisión de los trabajos reportados en la literatura 
 
3.2.1 Correlaciones Angulares Perturbadas   
 
Como ya se destacó, la técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas permite 
estudiar las interacciones hiperfinas de átomos radiactivos embebidos en diversos 
materiales condensados y de allí caracterizar su entorno atómico. 
Los átomos factibles de estudiarse mediante PAC son en su mayoría metálicos y 
es principalmente la naturaleza de dichas sondas la que determina el tipo de compuestos 
que pueden ser estudiados con esta técnica. Entre las sondas PAC se incluyen 111mCd, 
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111In, 199mHg, 181Hf, 111Ag, 99Mo, 160Dy, 152Eu, 147Nd, 117Cd, 133Cs, 62Zn, 160Tb y 133Ba, la 
mayoría de los cuales raramente son encontrados en sistemas biológicos. 
En las conclusiones de la Conferencia de Interacciones Hiperfinas de Gröningen 
en 1983, E. Bodenstedt, un reconocido especialista en PAC, destacó que las 
aplicaciones a moléculas biológicas hacían a la técnica muy atractiva para los biofísicos 
[Bod 83]. Sin embargo, PAC ha sido escasamente utilizada en el área de las ciencias 
biológicas, como se discutirá en lo que sigue.  
El primer reporte de estudios PAC en sistemas biológicos [Lei 68] concierne a 
su aplicación para el estudio de macromoléculas biológicas en solución. En dicho 
trabajo se postula: “…El uso de un núcleo radiactivo (sonda PAC) como un trazador 
rotacional para marcar biomoléculas ofrece las virtudes de la sensibilidad, simplicidad 
instrumental y la aplicabilidad in vivo…”( y a la técnica PAC como) “…una técnica de 
marcado rotacional radiactivo...”. Finalmente, se destaca que “…Las marcas pueden 
ser incorporadas en regiones interesantes de las macromoléculas utilizando métodos 
químicos selectivos…”. 
A partir de allí, las aplicaciones PAC en biología han incluido el estudio de la 
estabilidad in vivo de liposomas [Mau 79, Sch 93], de la estructura y dinámica de sitios 
metálicos en proteínas [Sas 06, Hei 09] y de la incorporación y metabolismo celular de 
metales [Gle 84, Sas 006], entre otros tópicos. Completas revisiones de las aplicaciones 
PAC en biología pueden encontrarse en la literatura [Hem 04, Bau 85, Rin 79]. 
Los trabajos mencionados abordan variedad de temáticas y sistemas, que se 
estudiaron utilizando distintas sondas PAC según el caso. Dado que el número total de 
trabajos resulta una cifra manejable, se realizó un análisis exhaustivo de la literatura 
[Cha 08] cuyos principales resultados, actualizados al año 2012, se presentan a 
continuación en forma de gráficos de barras. 
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En la actualidad se cuentan alrededor de 150 reportes de aplicaciones PAC en 
sistemas biológicos. En la Figura 25 se muestra el número de publicaciones PAC en 
biología desde sus comienzos hasta nuestros días, en períodos de cuatro años, indicando 
las sondas utilizadas en cada caso. Las investigaciones PAC en este campo, cuyo 
número aumentó hasta los años noventa y actualmente está disminuyendo, fueron 
realizadas empleando principalmente las sondas 111mCd y 111In (40 % y 31% del total de 
publicaciones, respectivamente). El 111mCd fue la sonda de elección en las primeras 
investigaciones PAC en el campo de la biología y dicha tendencia continúa en la 
actualidad. Este isótopo ha sido la base de múltiples estudios de metaloproteínas ya que 
es capaz de sustituir fácilmente a los iones nativos. En segundo lugar aparece el 111In, en 
estudios de vesículas lipídicas o “liposomas”, proteínas, y ADN. Una pequeña fracción 
de los reportes (8 %) corresponde a trabajos con 181Hf publicados entre mediados de los 
años ochenta y mediados de los años noventa, que conciernen a su biodistribución en 
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Figura 25: Número de publicaciones PAC en biología en función de períodos de 
cuatro años indicando las sondas utilizadas en cada caso. En “otros” se incluyen 
sondas raramente utilizadas (menos de tres trabajos) como 160Dy, 152Eu, 147Nd, 
117Cd, 133Cs, 62Zn, 160Tb y 133Ba. 
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mamíferos (este metal puede ser considerado como un análogo del plutonio). Las 
sondas 199mHg, 111Ag y 99Mo aparecen en un pequeño número de publicaciones, todas 
ellas concernientes a la investigación de proteínas. 
La mayoría de los estudios PAC en sistemas de interés en biología fueron 
realizados in vitro. En este grupo se incluyen las investigaciones en dinámica de 
proteínas, péptidos y ácidos nucleicos, en los cambios conformacionales de proteínas y 
estructura de sitios metálicos, entre otros. Sin embargo, una pequeña fracción de los 
reportes (15 %) que trata con la incorporación de metales y la integridad de vesículas 
lipídicas, fueron realizados in vivo.  
 
0
5
10
15
20
25
1968-
1971
1972-
1975
1976-
1979
1980-
1983
1984-
1987
1988-
1991
1992-
1995
1996-
1999
2000-
2003
2004-
2007
2008-
2012
Años
Pu
bl
ic
ac
io
ne
s 
PA
C 
en
 b
io
lo
gí
a
Células
ADN
Liposomas
Proteínas y péptidos
Figura 26: Número de publicaciones PAC en biología en función de períodos de 
cuatro años, discriminando según el tópico general de estudio. 
Aunque los alcances de los estudios PAC cubren varios aspectos de la biología, 
se han agrupado los trabajos en cuatro tópicos generales: estudios en células, estudios 
en proteínas y péptidos, estudios en liposomas y estudios en ADN. La discriminación de 
las publicaciones PAC en biología de acuerdo al criterio mencionado se muestra, para 
períodos de cuatro años, en la Figura 26. La mayoría de los trabajos corresponden al 
estudio de proteínas y péptidos, independientemente del período temporal considerado, 
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seguido por los estudios en liposomas que casi han sido dejados de lado en los últimos 
veinte años. Adicionalmente se han reportado escasos estudios PAC en ácidos nucleicos 
y en células (eucariotas y bacterianas). 
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Figura 27: Número de publicaciones PAC referentes al estudio de péptidos y 
proteínas en función de períodos de cuatro años, discriminando según el tipo de 
proteína estudiada. 
En la Figura 27 se muestran los estudios PAC en péptidos y proteínas realizando 
una discriminación según el tipo particular de proteína estudiada. Como puede 
observarse en la figura, los primeros esfuerzos para aplicar la técnica PAC en este tipo 
de sistemas se orientaron al estudio de la zincproteína anhidrasa carbónica [Mea 69, Ric 
74, Bau 74]. Numerosas investigaciones que se centraron en la proteína transferrina se 
llevaron a cabo entre los años 1984 y 1995, todas ellas utilizando como átomo sonda el 
181Hf. En los últimos años los esfuerzos para aplicar la técnica a materiales de interés 
biológico se han enfocado en el estudio de la estructura y dinámica de sitios metálicos 
en ciertas zincproteínas (especialmente betalactamasas) y en péptidos de síntesis, 
investigaciones que en su mayoría provienen del grupo del Dr. Lars Hemmingsen de la 
Universidad de Copenhagen.  
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3.2.2 Espectroscopía Mössbauer 
 
La Espectroscopía Mössbauer es una técnica ampliamente utilizada en distintas 
ramas de la ciencia como física de estado sólido, química, bioquímica, metalurgia, 
geología y arqueología, entre otras. Respecto a sus aplicaciones en el campo de la 
biología esta técnica es, entre las tres espectroscopias que estamos analizando, la que 
lleva la delantera debido a la compatibilidad biológica del más popular de sus isótopos: 
el 57Fe.  
Muchas funciones biológicas esenciales son controladas por moléculas grandes 
que contienen al menos un átomo de hierro: tal es el caso de la hemoglobina donde el 
hierro liga directamente la molécula a ser transportada y de muchas enzimas que 
utilizan las propiedades de oxidación-reducción del metal para catalizar reacciones 
químicas. De esta manera el átomo de Fe en estas proteínas resulta de vital importancia 
y el estudio de su entorno atómico inmediato contribuye con considerable información 
sobre los tipos de reacciones químicas involucradas en los procesos biológicos.  
Sobre esa base se han examinado por Espectroscopía Mössbauer muchas 
proteínas que contienen hierro y se ha obtenido entonces información apropiada para 
examinar el entorno inmediato del sitio activo. Así, son numerosos los estudios 
Mössbauer sobre proteínas con grupos hemo o con centros de hierro azufre [See 09] y 
metabolismo de bacterias [Kam 06], entre otros. La EM ha permitido también detectar 
con éxito sutiles cambios conformacionales en la hemoglobina de pacientes pediátricos 
talasémicos [Ham 79] y ha sido considerada como un posible método de diagnóstico 
molecular temprano de dicha enfermedad. 
El gran número de trabajos Mössbauer en el área de la biología hace imposible 
presentar una revisión detallada como se hizo para la técnica de Correlaciones 
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Angulares Perturbadas. Sin embargo, con el objetivo de dar idea del número de 
publicaciones y de la tendencia que han seguido este tipo de investigaciones, se realizó 
una búsqueda en el sitio Pub Med, que compila más de 22 millones de citas de literatura 
biomédica.  
En este buscador especializado en las ciencias de la vida se encuentran 
aproximadamente 2500 trabajos que incluyen Espectroscopía Mössbauer desde 1963 
hasta la actualidad (una búsqueda equivalente para PAC arroja la cifra de 21 trabajos). 
El resultado de esta búsqueda, discriminando número de publicaciones que 
incluyen EM según la década de publicación, se presenta en la figura 28 en forma de 
gráfico de barras. 
 
 
Figura 28: Número de publicaciones Mössbauer en PubMed versus década de 
publicación. 
Según lo expuesto, el número de publicaciones Mössbauer en sistemas 
biológicos supera en dos órdenes de magnitud a las publicaciones PAC en los mismos 
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sistemas. Es más, las aplicaciones de Espectroscopía Mössbauer en el área de la 
biología se encuentra en franco aumento desde sus inicios en la década del 60. 
En lo que concierne a las sondas Mössbauer utilizadas en la investigación de 
sistemas biológicos, virtualmente todos los trabajos incluyen 57Fe. Sin embargo pueden 
encontrarse en la literatura estudios Mössbauer de sistemas biológicos utilizando otros 
isótopos distintos al 57Fe, que constituyen una fracción muy pequeña de los esfuerzos en 
esta área. 
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Figura 29 Número de publicaciones Mössbauer en proteínas con grupos hemo y con 
centros de Fe-S, según la década de publicación.
Como se anticipara, la mayoría de los estudios Mössbauer en moléculas 
biológicas se centran en las proteínas que contienen hierro, siendo las proteínas con 
grupos hemo y centros de hierro y azufre las más estudiadas. En la Figura 29 se muestra 
la tendencia de los estudios Mössbauer en estas dos grandes temáticas de acuerdo con el 
período temporal del que se trata. 
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Como ya se ha mencionado, la necesidad de estudiar materiales donde pueda 
ocurrir absorción libre de retroceso es una limitación importante para la aplicación de 
EM en materia blanda como son los materiales biológicos. En pos de hacer posible la 
absorción libre de retroceso, la mayoría de las medidas en moléculas biológicas se 
realiza en soluciones congeladas o concentradas por ultracentrifugación [Dun 90]. 
Sistemas más complejos como membranas, tejidos u organismos completos pueden ser 
congelados directamente o liofilizados [Dub 99]. Existen materiales cuasi-sólidos 
(moléculas grandes dentro de un líquido viscoso o moléculas moviéndose lentamente a 
través de una membrana) en los cuales cualquier movimiento es muy pequeño en la 
escala temporal del proceso Mössbauer y que también son factibles de estudiarse con 
esta técnica, incluso a temperatura ambiente [Coh 76]. 
 
3.2.3 Espectroscopía de Aniquilación de Positrones  
 
Como se ha mencionado, la técnica PALS ha sido ampliamente utilizada para 
obtener información sobre las densidades electrónicas y el tipo y número de defectos 
atómicos y moleculares en sólidos. Sin embargo su aplicación en el campo de las 
ciencias de la vida es escasa, como se discutirá en lo que sigue. 
Una búsqueda en Pub Med de la literatura relacionada con “Espectroscopía de 
Aniquilación de Positrones” arroja 168 trabajos. El número de estas publicaciones 
según lustro de publicación se presenta en la figura 30 en forma de gráfico de barras. 
Como puede observarse, el número de publicaciones ha aumentado de manera notable 
en la última década, siendo la mayoría de estos trabajos concernientes al estudio de 
materiales poliméricos de distinta naturaleza. En este sentido, la técnica ha sido aplicada 
exitosamente para estudiar la estructura de los polímeros debido a su capacidad para 
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monitorear cambios del volumen libre inducidos por variaciones de temperatura, 
presión, tensión, dosis de radiación, etc [Hau 95, Mog 95, Jea 88]. 
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Figura 30: Número de publicaciones PALS en PubMed versus lustro de publicación. 
. 
Las primeras aplicaciones PALS a sistemas de interés biológico, cuatro décadas 
atrás, conciernen a la investigación de la conformación de proteínas y la dinámica de 
macromoléculas [Jac 76], transiciones de fase en modelos de membrana [Mac 79], el 
comportamiento de sistemas micelares [Bel 79] y la formación de complejos 
moleculares [Jea 77]. En las últimas dos décadas se han sumado esfuerzos para estudiar 
mediante esta técnica las propiedades de volúmenes libres y estatus de radicales libres 
en una variedad de sistemas químicos y biológicos que incluyen polímeros [Mon 09, 
San 11] y biomembranas [San 09]. Otras investigaciones en el campo de la biología 
incluyen el estudio de degradación y radiólisis de proteínas [Osh 99] y de tejidos 
humanos y animales [Eli 06, Jea 06, Liu 07, Yan 09]. Finalmente, en los últimos años 
se comenzó a investigar si la técnica PALS puede ser una nueva fuente de información 
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experimental sobre el rol de las cavidades en la compresibilidad y expansión térmica de 
proteínas [Mee 06]. 
La alta inhomogeneidad física y química de los sistemas biológicos permite 
anticipar la existencia de una amplia distribución de vidas medias de los positrones. A 
pesar de ello, los sistemas biológicos presentan espectros PALS que, de manera general, 
pueden ser descriptos en términos de tres contribuciones: dos vidas medias cortas τ1 y τ2  
(entre 100- 500 ps), que se atribuyen a la aniquilación del p-Ps y del positrón libre o 
atrapado en defectos y por otro lado una vida media larga τ3 (mayor a 1000 ps) que se 
asocia con procesos de pick off del o-Ps confinado en cavidades vacías. Es muy difícil 
atribuir las vidas medias cortas a alguna característica estructural de los sistemas 
biológicos dado el carácter altamente heterogéneo de los mismos. Por esta razón en los 
estudios PALS de este tipo de sistemas se omite la descripción de estas componentes y 
se enfatiza en la componente de vida media larga dado que es esta componente la que es 
sensible a los cambios submicroestructurales en este tipo de muestras. En otras palabras, 
es en la componente de vida media larga donde reside todo el interés de la aplicación de 
la técnica en el área de la biología. Los parámetros de aniquilación del o-Ps en 
cavidades, τ3 e I3, reportados para distintos sistemas biológicos son presentados en la 
tabla 2. 
La vida media larga τ3 incluye, en la mayoría de los materiales biológicos, la 
aniquilación del o-Ps en el agua “libre” (o “no ligada” a macromoléculas) presente en 
dichos sistemas. Una breve discusión sobre las características de la aniquilación en agua 
se discute en lo que sigue. 
En el trabajo de Eldrup [Eld 71] “Vidas medias de positrones en agua, hielo y en 
soluciones congeladas” se reportan τ3 de 1800 (20) ps y 2010 (30) ps para H2O y D2O 
respectivamente. Los resultados son satisfactoriamente interpretados al considerar como 
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sitios para la aniquilación del positronio a las cavidades o “jaulas” de diámetros de 
aproximadamente 3 Å que determinan las moléculas de H2O en el agua líquida. La 
estabilidad de la jaula que rodea al positronio, y de allí la vida media de este último, 
Sistema τ3 (ps) I3 (%) Referencia  
Agua líquida 1860 ± 20 27 ± 1 Eld 71 
Aminoácidos (estado sólido) 680- 1300 3- 57 Chu 74 
Anhidrasa carbónica (en solución) 1480- 1800 25 Han 76 
Han 80 
Fosfolípidos (solución) 2000 22 Dje 79 
Fosfolípidos  
1- anhidro 
2- en micelas 
 
2190 (20) 
2000- 2520 (20) 
 
14,1 (6) 
18,6- 19,5 (6) 
 
Jea 82 
Lisozima 
1- hidratada 
2- deshidratada 
 
1800- 1900 
1600-1700 
 
17-18 
14 
Gre 93 
Hemoglobina (solución) 1980 (5) 13,1 (2) Osh 96  
Oxihemoglobina (solución) 
1- sin irradiar 
2- irradiada 
  
13,1 (2) 
16,1- 17,4 (5) 
 
1980 (5) 
1660- 1710 (5) 
Osh 99 
Útero de ratón 
1- normal 
2- tumoral 
 
2927 (30) 
2695- 1841 (20) 
 
6,5 (3) 
7,7- 10,1 (1) 
 
Eli 06 
Piel humana 
1- normal 
2- tumoral 
 
2400 (1) 
2200- 2300 (1) 
 
22 (1) 
13- 10 (1) 
 
Jea 06 
Piel humana 
1- normal 
2- tumoral 
 
2043- 2081 (8) 
1951- 2026 (5) 
 
14,16- 14,65 (10) 
13,59- 13,70 (14) 
 
Liu 07 
Gelatina 
1- con 5% de agua 
2- con 80 % de agua 
 
1437 
1771 
 
14,5 
16,3 
 
Aki 07 
Estrato córneo ( de piel de cerdo) 2100 no reporta Ito 08 
Cerebro (rata) 
1- normal 
2- tumoral 
 
2070 (17) 
2040 (14) 
 
no reporta 
 
Yan 09 
Fosfolípidos en micelas 2070- 2180 (20) no reporta San 09 
Pelo 
1- virgen 
2- tratado químicamente 
 
1810 (20) 
1600 (20) 
 
11,0 (1) 
8,0 (1) 
 
Ran 09 
Cristalino (cerdo) 1900 (20) < 25 San 10 
Pelo 
1- virgen 
2- fotodegradado 
 
1825 (10) 
1550 (10) 
 
10,0 (1) 
10,2 (1) 
 
Ran 10 
 
Tabla 2: Parámetros de aniquilación del o-Ps en cavidades reportados para diversos  
sistemas biológicos. 
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depende de la frecuencia de las colisiones entre las moléculas de agua que circunscriben 
la cavidad, hecho que explica la vida media más larga del o-Ps en D2O, de movimiento 
más lento que las moléculas de H2O 
Debido a que la vida media de aniquilación del o-Ps en las cavidades del 
biomaterial es típicamente bastante cercana a la del agua (como puede observarse en la 
tabla 2), la vida media τ3  medida en este tipo de sistemas es frecuentemente una suma 
de las vidas medias de aniquilación en el agua y en el biomaterial pesada por sus 
intensidades. Esta vida media “suma” se corresponde fuertemente con el porcentaje de 
agua de la muestra y en consecuencia la τ3 medida en soluciones diluidas es cercana a la 
vida media en agua pura (τagua~1800 ps) [Gre 93, Aki 07]. En este sentido, el hecho de 
que los parámetros de aniquilación en agua al igual que su dependencia con la 
temperatura sean bien conocidos [Eld 71] permite establecer el peso de cada una de las 
contribuciones de la vida media “suma” por inspección de la dependencia de dicha vida 
media con la temperatura [San 10]. 
 
3.3 Discusión de la información obtenida 
 
La relevancia de la información obtenida mediante las técnicas nucleares cuando 
son aplicadas para investigar sistemas de interés en biología depende tanto de la técnica 
utilizada como del tipo de muestra que se analiza. 
Desde las primeras aplicaciones de la técnica de Correlaciones Angulares 
Perturbadas a sistemas biológicos, hace más de 6 décadas, la técnica ha progresado 
sustancialmente tanto desde el punto de vista experimental como de las interpretaciones 
teóricas de los resultados. Si bien desde los primeros intentos de utilizar PAC en el 
campo de la biología se ha considerado una ventaja el hecho que las medidas se pueden 
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realizar en solución [Lei 68], la única información que se extrae de este tipo de 
iniciativas concierne al estado de movimiento de las moléculas. Estudios PAC en 
soluciones de ADN [Tso 01, Tso 03] dan idea de la rigidez de la macromolécula y en 
liposomas, de la integridad de los sistemas [Mau 79, Der 88, Ma 93]. Sin embargo, en 
ninguno de los casos se obtiene información sobre el arreglo atómico alrededor de la 
sonda, no haciéndose uso de todo el potencial de la técnica. Iniciativas que incluyen el 
agregado de sacarosa a la solución y la realización de medidas a bajas temperaturas 
tendientes a disminuir la rotación difusional arrojan resultados más interesantes. 
Siguiendo esas estrategias y a partir del dopaje de apoproteínas especiales con sondas 
PAC, se estudió la dinámica de la unión de metales a sitios especiales de proteínas 
[Hem 01, Trö 02], las interacciones entre proteínas [Dan 99] y la geometría de 
coordinación de sitios catalíticos [Hem 95], entre otros. Es este tipo de estudios, en el 
área de la química bioinorgánica, el que constituye el campo más exitoso de 
aplicaciones PAC a sistemas de interés en biología. 
Las aplicaciones Mössbauer en el área biológica son bien reconocidas, hecho 
que se refleja no sólo en el número de publicaciones en dicho campo sino también en la 
relevancia de los resultados obtenidos para caracterizar los arreglos atómicos alrededor 
del hierro y sus estados de oxidación, entre otros parámetros. Podría decirse que 
virtualmente todas las ferroproteínas más conocidas han sido estudiadas por 
Espectroscopía Mössbauer. Los estudios se centran en la actualidad en la 
caracterización de proteínas del metabolismo intermedio de una variedad de especies. 
Una limitación importante es que los experimentos Mössbauer en este tipo de sistemas 
deben realizarse a bajas temperaturas, debiendo prestarse especial cuidado a la hora de 
correlacionar los resultados así obtenidos con las características del sistema a 
temperatura ambiente. 
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La mayoría de las investigaciones PALS fuera del campo de la materia 
condensada están orientadas a los materiales poliméricos. En el campo de la biología, 
los estudios PALS de las transiciones de fase de proteínas y lípidos arrojan resultados 
confiables que son confirmados por otras técnicas, haciendo de este tipo de iniciativas 
las más relevantes en el área. Estos estudios, que se incluyen entre las primeras 
aplicaciones PALS a sistemas biológicos [Han 76, Dje 79], han recobrado 
protagonismo en la actualidad debido a la posibilidad de mejorar la interpretación de los 
resultados con el auxilio de estudios de dinámica molecular y simulaciones, entre otros 
[San 09]. Es en estos sistemas relativamente homogéneos desde un punto de vista físico 
y químico donde la interpretación de las características de aniquilación de positrones en 
materiales biológicos resulta más sencilla y constituye una herramienta útil a la hora de 
abordar estudios PALS en sistemas biológicos más complejos. En ese sentido, la alta 
complejidad de algunos sistemas biológicos hace difícil la posibilidad de su 
caracterización absoluta mediante PALS. Sin embargo, la dependencia que presentan las 
características de aniquilación de positrones con la presión y la temperatura hacen de 
este tipo de estudios un campo fértil de aplicación de la técnica en materia blanda.  
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Capítulo 4  
 
Experimental 
 
4.1 Introducción 
 
En base al análisis de la literatura existente sobre las aplicaciones de las técnicas 
de Correlaciones Angulares Perturbadas, Espectroscopía Mössbauer y Espectroscopía 
de Aniquilación de Positrones en el modo de medición de vidas medias a la biología, se 
seleccionaron sistemas de estudio cuya investigación se abordó, mediante las técnicas 
correspondientes, en este trabajo de tesis.  
En este capítulo se presentan estudios de complejos metálicos 
poliaminocarboxilados mediante PAC, de un complejo orgánico con un centro de hierro 
azufre mediante Espectroscopía Mössbauer y de muestras tisulares mediante PALS. En 
cada caso se discute, en primer lugar, el estado del arte y las razones de la elección 
realizada. Finalmente son presentados los experimentos llevados a cabo, cuyos 
resultados son discutidos en relación a la problemática particular abordada y, cuando 
corresponde, a la temática general de aplicación de estas técnicas nucleares en la 
investigación de materia blanda. 
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4.2 Experimentos PAC  en complejos metálicos 
 
4.2.1 Estado del arte 
 
Durante los últimos 50 años, los complejos metálicos han sido utilizados como 
agentes de diagnóstico para centellografía gama, tomografía de emisión de positrones y 
más recientemente para realzar el contraste en imágenes de resonancia magnética 
nuclear [Kon 90]. En la actualidad, las investigaciones en medicina están enfocadas en 
el desarrollo de mejores radiofármacos de diagnóstico y agentes de contraste [Rei 99], 
junto con estudios en el campo de los radiofármacos terapéuticos [IAE 99].  
       
 
Figura  31: Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) (izquierda) y ácido 
dietilétriaminopentaacético (DTPA) (derecha).  
Entre muchas moléculas orgánicas usadas para la complejación de metales, la 
utilización de los ligandos poliaminocarboxilados clásicos como el ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) y el ácido dietilentetraaminopentacético (DTPA) 
(cuyas estructuras químicas se muestran en las figura 31) constituye todavía una de las 
estrategias de elección. Muchos quelatos del tipo poliaminocarboxilato metálico fueron 
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obtenidos y caracterizados en estado cristalino [Sie 62] mientras que no pudo lograrse 
una adecuada cristalización en otros casos 
El diseño de los agentes de diagnóstico basados en complejos metálicos requiere 
de la correlación de aspectos de la química de coordinación y del comportamiento in 
vivo. Para los complejos que serán utilizados con fines médicos, es de gran interés que 
se logre una complejación fuerte del metal con el objetivo de evitar la toxicidad de este 
último. Entre los demás factores a considerar se incluyen las propiedades redox, la 
estabilidad, la estequiometría, la carga y la lipofilicidad del complejo metálico. De este 
modo, es de sumo interés arribar a un buen entendimiento de la conformación y 
comportamiento dinámico de estos quelatos. 
El DTPA forma complejos estables con muchos metales pesados, en particular 
con indio y hafnio que presentan isótopos adecuados para ser estudiados con la técnica 
de Correlaciones Angulares Perturbadas. 
Uno de los radioisótopos del indio, el 111In, se ha utilizado clásicamente en la 
preparación de radiofármacos de diagnóstico y más recientemente en algunas estrategias 
terapéuticas. Es en el marco de dichas investigaciones donde pueden encontrarse la 
mayoría de los reportes que versan sobre la complejación del indio con DTPA en 
solución. Sin embargo, es escasa la información sobre los dietiléntriaminopentaacetatos 
de indio en estado cristalino [Mae 89] 
La complejación de hafnio con DTPA ha sido menos estudiada probablemente 
debido a que dicho átomo no presenta ningún isótopo radiactivo con características 
adecuadas para la fabricación de radiofármacos. Sin embargo ha logrado sintetizarse y 
caracterizarse con éxito el dietilentriaminopentaacetato de hafnio y potasio trihidratado 
(KHfDTPA.3H2O) [Ily 00, Dav 92]. En la figura 32 se muestra un esquema de la esfera 
de coordinación del hafnio en el anión complejo [HfDTPA]-. 
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Existen varios reportes sobre estudios PAC en complejos poliaminocarboxílicos 
de metales. Todos ellos involucran la quelación en el laboratorio de la sonda PAC con 
el ácido poliaminocarboxílico de interés. Las investigaciones que utilizan la sonda 111In 
[Sun 74, Aks 95, Shp 98] versan sobre la complejación del metal en solución. Los 
sistemas de estudio se obtienen mezclando, en solución, cantidades adecuadas de 
111InCl3 y el ácido poliaminocarboxílico. En todos los casos se observan 
comportamientos PAC dinámicos típicos que varían con el pH de la muestra sin 
obtenerse información sobre las interacciones hiperfinas estáticas. En ninguno de los 
casos se realiza una verificación de la quelación del 111In, asumiendo, sin prueba 
experimental, que la sonda PAC se encuentra en el sitio de interés. 
Las investigaciones PAC que involucran al 181Hf [Das 90, Das 03, Ama 09] se 
 
Figura 32: Esfera de coordinación del hafnio en el anión complejo HfDTPA-[Ily 
00] 
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centran en el estudio de los sólidos que resultan de la complejación de la sonda con 
EDTA o DTPA en solución. En el primero de los trabajos [Das90] se reportan 
resultados PAC del sólido que se obtiene, por síntesis radioquímica, a partir de EDTA y 
HfOCl2. Si bien el procedimiento químico utilizado para la preparación del complejo 
parece adecuado, la calidad de los resultados experimentales es mala debido 
principalmente a la baja resolución temporal de los detectores de NaI(Tl) y la mala 
estadística de las mediciones. El mismo sistema es objeto de estudio en el trabajo de 
Amaral et al [Ama 09], donde el sólido se obtiene a partir de EDTA y HfF4. En este 
caso la buena resolución temporal de los detectores de BaF2 utilizados y la estadística de 
las medidas proveen resultados PAC confiables. Finalmente, en el trabajo de Das et al 
[Das 03] se estudia el sólido que resulta de mezclar cantidades adecuadas de HfOCl2 y 
DTPA, en solución. En este caso la calidad de los resultados PAC es adecuada. Cabe 
remarcar que en ninguno de los tres trabajos se realiza una verificación de la identidad 
del sólido obtenido. De esta manera la interpretación de los resultados obtenidos en base 
a la creencia de que el 181Hf se encuentra complejado por el ácido poliaminocarboxílico 
podría resultar, en muchos casos, incorrecta.  
 
4.2.2 Experimental 
 
En este trabajo de tesis se estudian los sistemas 111In/DTPA y 181Hf/DTPA 
mediante la técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas y técnicas complementarias 
como difracción de rayos X, calorimetría diferencial de barrido y termogravimetría. 
Como se puede inferir de lo expuesto en “estado del arte”, al encarar una 
investigación PAC de esta naturaleza es necesario contar con sistemas de estudio donde 
la unión molécula-sonda PAC esté garantizada a fin de arribar a interpretaciones 
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confiables de los resultados obtenidos. En el caso del sistema In/DTPA la unión se 
garantizó trabajando con una solución del radiofármaco comercial 111InDTPA. El 
objetivo fue estudiar la posibilidad de obtener información de las interacciones 
hiperfinas estáticas en el sitio del 111In para lo cual se intentó disminuir la rotación 
difusional por aumento de la viscosidad de la solución, evaporación del solvente y 
congelación de la muestra.  
En el caso de los complejos con hafnio se estudiaron en primer lugar mediante 
Correlaciones Angulares Perturbadas los sólidos que resultan de mezclar en solución 
cantidades adecuadas de 181Hf-HfF4 y EDTA (experimento equivalente al de Amaral et 
al [Ama 09]) y el que se obtiene a partir de 181Hf-HfF4 y DTPA. Con el objetivo de 
establecer la naturaleza de los productos formados se realizaron controles de síntesis 
involucrando sólo reactivos inorgánicos que se identificaron por difracción de rayos X y 
se caracterizaron por PAC. En una segunda parte del trabajo se logró poner a punto la 
síntesis química de KHfDTPA.3H2O (y su análogo KZrDTPA.3H2O) a partir de HfOCl2 
(o ZrOCl2) siguiendo un procedimiento establecido en la literatura [Dav 92]. Una vez 
corroborado el éxito del procedimiento mediante estudios de difracción de rayos X, se 
procedió a la síntesis de los compuestos radiactivos 181Hf- KHfDTPA.3H2O (y 181Hf- 
KZrDTPA.3H2O) que fueron estudiados, a temperatura ambiente, por Correlaciones 
Angulares Perturbadas. En vistas de estudiar el comportamiento térmico de estos 
complejos mediante PAC, se realizaron medidas termogravimétricas y de calorimetría 
diferencial de barrido con el objetivo de establecer las temperaturas en las cuales 
pueden esperarse cambios. Se realizaron estudios PAC del complejo 181Hf- 
KHfDTPA.3H2O en función de la temperatura (desde -265 hasta 277 ºC). Las distintas 
interacciones hiperfinas encontradas fueron interpretadas en términos de las medidas 
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calorimétricas previamente mencionadas. Adicionalmente se realizaron estudios PAC 
de la hidratación rápida y lenta del 181Hf-KZrDTPA. 
 
4.2.2.1 Estudios PAC de 111In-DTPA 
 
El radiofármaco comercial 111In-DTPA en buffer fosfato a pH 7,0-7,6 
(Mallinckrodt Medical Katalog Nr. DRN 4916) se colocó, dentro de un tubo eppendorf, 
entre los detectores PAC y fue medido a temperatura ambiente. En la figura 33 se 
presenta el espectro PAC obtenido que muestra el típico comportamiento exponencial 
de un sistema que se reorienta con ωQτc<<1. El ajuste de los datos se realiza 
considerando la existencia de dos fracciones de sondas: 
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Figura 33: Espectro PAC de la solución comercial 111In-DTPA medida a 
temperatura ambiente. En rojo se muestra el resultado del ajuste, suponiendo la 
existencia de dos interacciones dinámicas rápidas.  
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f1= 60%  λ0= 0 MHz. 
f2= 40%  λ1= 30 MHz 
Sobre las bases de la proporcionalidad existente entre el tiempo de correlación y 
el volumen de la molécula donde está unida la sonda, la componente de mayor factor de 
relajación se asocia con sondas ligadas al DTPA mientras que la fracción f1 debe 
asociarse con sondas “libres” o ligadas a moléculas de menor tamaño. No es posible 
establecer si las especies incluidas en f1 estaban presentes en la solución comercial o si 
se generan por ruptura del InDTPA como consecuencia de la ionización de la sonda 
asociada con la captura electrónica (ver inciso 2.2.2.1. b)).  
Con el objetivo de disminuir el movimiento molecular, el 111In-DTPA se midió, 
a temperatura ambiente, en un medio altamente viscoso (sacarosa 55%). El espectro 
obtenido (figura 34) muestra nuevamente el comportamiento exponencial característico 
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Figura 34: Espectro PAC del 111In-DTPA comercial en solución viscosa (55% 
sacarosa) medido a temperatura ambiente. En rojo se muestra el resultado del 
ajuste, suponiendo la existencia de dos interacciones dinámicas rápidas. 
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de rotaciones difusionales rápidas. Nuevamente, los datos son satisfactoriamente 
ajustados con dos interacciones dinámicas rápidas: 
f1= 60%  λ0= 5 MHz. 
f2= 40%  λ1= 64 MHz 
El incremento de los tiempos de correlación de las fluctuaciones que afectan a 
ambas fracciones se atribuye al incremento de la viscosidad de la solución debida al 
agregado de sacarosa. Sin embargo, aún en esta situación, no es posible obtener, a partir 
de las medidas PAC, información sobre el arreglo atómico alrededor de la sonda. 
Una medida a baja temperatura fue realizada sobre el mismo sistema a fin de 
disminuir aún más la rotación difusional. En la figura 35 se observa el resultado de 
medir a 77 K la solución comercial de 111InDTPA. Los datos pueden ajustarse 
satisfactoriamente considerando la existencia de una interacción estática de parámetros 
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Figura 35: Espectro PAC del 111In-DTPA comercial, medido a 77 K. En rojo se 
muestra el resultado del ajuste, suponiendo la existencia de una interacción 
estática. 
 89
hiperfinos ωQ=37 (1) Mrad/s , η=0 y δ=80 (8) %. La alta distribución de esta 
interacción refleja que la distribución de cargas en torno de cada sonda es distinta. Este 
hallazgo puede interpretarse de las siguientes maneras: 
a) el congelamiento lleva a la formación de un sólido muy desordenado y cada 
átomo de 111In “ve” una distribución de cargas distinta.  
b) la captura electrónica que sucede durante la desintegración del 111In resulta en 
una modificación de las cargas alrededor de las sondas que es distinta en cada una de 
ellas. El hecho de encontrarse a bajas temperaturas no hace posible la redistribución de 
cargas adecuada para arribar a la configuración que corresponde al equilibrio.  
Con el objetivo de eliminar la posibilidad de rotación difusional y de allí la 
interacción dinámica asociada, se evaporó el solvente de la preparación comercial y se 
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Figura 36: Espectro PAC del residuo seco de  la solución comercial 111InDTPA 
medido a temperatura ambiente. En rojo se muestra el resultado del ajuste, 
suponiendo la existencia de dos interacciones dinámicas rápidas. 
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midió por PAC el residuo seco, experimento cuyo resultado se muestra en la figura 36. 
El espectro, que muestra nuevamente el comportamiento exponencial característico de 
interacciones rápidas puede ajustarse con dos contribuciones: 
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Figura 37: Espectro PAC del 111In-InCl3 seco medido a temperatura ambiente. En 
rojo se muestra el resultado del ajuste, suponiendo la existencia de dos 
interacciones dinámicas rápidas. 
f1= 84%  λ0= 131 MHz. 
f2= 16%  λ1= 2 MHz 
A diferencia de las medidas en solución a temperatura ambiente, este efecto 
dinámico no puede atribuirse a la rotación difusional. Una interpretación posible es que 
la distribución de cargas en torno de la sonda, distorsionada por el proceso de captura 
electrónica, evoluciona hacia el equilibrio (after effects). El hecho de que haya dos 
componentes significa que, en promedio, se pueden distinguir dos apartamientos de la 
distribución normal de carga. 
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Un efecto semejante se observó al medir el 111In-InCl3 seco, cuyo espectro PAC 
a temperatura ambiente se muestra en la figura 37 y puede ajustarse con dos 
interacciones dinámicas: 
f1= 89%  λ0= 117 MHz. 
f2= 11%  λ1= 17 MHz 
Las diferencias entre los parámetros correspondientes a los dos experimentos 
tienen naturalmente que ver con la diferencia en la composición química de las 
sustancias.  
Es interesante destacar que medidas PAC del 111In-InCl3 a 250ºC resultan en 
espectros que reflejan la interacción estática correspondiente al gradiente de campo 
eléctrico inherente al estado cristalino del compuesto (datos no mostrados). En otras 
palabras, a 250 ºC se lograron eliminar los after effects de la captura electrónica del 
111In. El efecto de la temperatura es semejante al conocido en el caso de compuestos 
semiconductores y óxidos conductores donde el incremento de la temperatura aumenta 
la disponibilidad electrónica en el sitio de la sonda. El intento de un experimento similar 
con el InDTPA no se pudo concretar debido a la descomposición térmica del mismo. 
 
4.2.2.2  Estudios PAC de complejos poliaminocarboxílicos de 181Hf 
 
4.2.2.2.1 Sólidos que resultan a partir de HfF4 y EDTA (o DTPA) 
 
El 181Hf necesario para la preparación de las muestras PAC se obtuvo a partir de 
la activación del 180Hf presente en hafnio metálico natural, por captura de neutrones 
térmicos en el reactor RA3 de CNEA (Comisión Nacional de Energía Atómica-
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Argentina). Luego, el hafnio metálico radiactivo fue disuelto en soluciones de ácido 
fluorhídrico de diferentes concentraciones. 
Las muestras fueron preparadas mezclando cantidades adecuadas de 0,15 M 
Na2EDTA.2H2O (ó 0,10 M Na2DTPA) con 181Hf-HfF4 en HF 4% (muestras “bajo 
fluoruro”) o 181Hf-HfF4 en HF 40% (muestras “alto fluoruro”). En las muestras control 
las soluciones de las sales sódicas de los ácidos poliaminocarboxílicos fueron 
reemplazadas por NaOH 0,30 M. En la Tabla 3 se presentan, para cada muestra, los 
reactivos utilizados en su preparación y la relación de átomos de flúor a átomos de sodio 
obtenida en cada caso. Para todas las muestras el volumen final fue de 60-70 ul y se 
verificó la aparición de un pequeño precipitado que contenía toda la radioactividad. 
Estos pellets, junto con la solución sobrenadante, fueron colocados para su posterior 
medida en el espectrómetro PAC.  
 
 0.15 M 
Na2EDTA.2H2O 
0.10 M 
Na2DTPA 
NaOH 
0,30 M 
181Hf-
HfF4 en 
HF 4% 
181Hf-
HfF4 en 
HF 40% 
Cociente átomos 
de flúor/ átomos 
de sodio 
Control bajo 
fluoruro 
  X X  1,4 
Hf/EDTA 
bajo fluoruro 
X            X  1,4 
Hf/DTPA 
bajo fluoruro 
 X  X  1,2 
Control alto 
fluoruro 
  X  X 4 
Hf/EDTA 
alto fluoruro 
X    X 3,9 
Hf/DTPA 
alto fluoruro 
 X   X 3 
 
Tabla 3: Detalle de las muestras obtenidas a partir de 181Hf-HfF4 indicando con 
cruces los reactivos utilizados en su preparación. En la última columna se muestra la 
relación entre los átomos de flúor y los átomos de sodio a la que se arriba en cada 
caso.  
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Con el objetivo de elucidar la naturaleza química de los productos de reacción, 
se prepararon controles “bajo fluoruro” y “alto fluoruro” no radiactivos (equivalentes a 
los de la Tabla 3) para realizar medidas de difracción de rayos X. 
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Figura 38: Espectros PAC y sus transformadas de Fourier correspondientes a las 
muestras conteniendo baja concentración de fluoruro. Se muestra el control 
(superior), la muestra Hf/EDTA (medio) y Hf/DTPA (inferior) 
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En la Figura 38 se muestran los espectros PAC y sus transformadas de Fourier 
para las muestras que contienen baja concentración de fluoruro. Los espectros fueron 
ajustados asumiendo la existencia de dos interacciones cuadrupolares principales 
(ωQ=73(1) Mrad/s, η=0,84(1) y ωQ=52(1) Mrad/s, η=0,95(5)) con diferentes amplitudes 
en cada caso. Una tercera componente minoritaria (ωQ=86(1) Mrad/s, η=0,80(1)) 
apareció en todos los espectros. Cabe destacar que en la investigación PAC de 
Hf/EDTA de Amaral et al [Ama 09], donde el compuesto se preparó en forma análoga a 
la realizada en el presente trabajo, el espectro obtenido es muy similar a los que se están 
describiendo. El difractograma del control “bajo fluoruro” (mostrado en Fig. 39 a) 
contiene principalmente los picos de difracción del Na3HfF7 y una fracción minoritaria 
de Na2HfF6. 
En la figura 40 se muestran los resultados PAC para las muestras conteniendo 
alta concentración de iones fluoruro. El procedimiento de ajuste se realizó utilizando 
parámetros S2n libres para tener en cuenta la existencia de direcciones preferenciales del 
gradiente de campo eléctrico. En todos los casos aparece una única interacción bien 
definida (ωQ=94(0) Mrad/s, η=0,38(0)). El difractograma del control conteniendo alta 
concentración de fluoruro corresponde esencialmente a tridecafluorodihafnato de sodio 
(Na5Hf2F13). 
Cabe destacar que los espectros resultantes son independientes del pH de las 
muestras ya que los parámetros hiperfinos obtenidos para muestras control preparadas a 
partir de NaF 0,30 M (pH final 2-3) fueron virtualmente idénticos a los de las muestras 
control presentadas en este trabajo (pH final 6-7). Asimismo, es remarcable que los 
resultados experimentales obtenidos a partir de muestras secadas al aire (resultados no 
mostrados) son casi idénticos a los obtenidos a partir de las muestras aquí medidas, que 
contenían, como se mencionó, tanto los sólidos precipitados como el sobrenadante. 
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De esta manera, las frecuencias cuadrupolares encontradas en las muestras 
conteniendo DTPA o EDTA son virtualmente idénticas a aquellas que caracterizan a las 
muestras que incluyen sólo los componentes inorgánicos. Se concluye entonces que el 
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Figura 39: Difractogramas de las muestras control preparadas con baja (a) y alta 
concentración de fluoruro (b). Las líneas de difracción principales de Na3HfF7 y 
Na5HfF13 se indican con triángulos negros y blancos respectivamente. 
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procedimiento realizado no conduce en ningún caso al dopaje de los ácidos 
poliaminocarboxílicos. En particular, el mezclado de las sales de sodio de DTPA (o 
EDTA) y HfF4 da lugar a la formación de fluoruros de diferente estequiometría 
dependiendo del cociente de átomos de flúor a átomos de sodio presente en el tubo de 
reacción: Na3HfF7 o Na5Hf2F13 para cocientes de alrededor de 1,5 y 3,5 respectivamente. 
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Figura 40: Espectros PAC y sus transformadas de Fourier correspondientes a las 
muestras conteniendo alta concentración de fluoruro. Se muestra el control 
(superior), la muestra Hf/EDTA (medio) y Hf/DTPA (inferior) 
 97
Por otra parte, la similitud de los valores de los parámetros hiperfinos reportados 
por Amaral et al [Ama 09] para el 181Hf/EDTA con los obtenidos en el presente trabajo 
para la condición de “bajo fluoruro” indica que los mencionados autores se equivocan al 
suponer que el 181Hf se encuentra complejado por EDTA y de allí la interpretación de 
los resultados PAC por ellos obtenidos resulta incorrecta.  
 
4.2.2.2.2 Sólidos que resultan a partir de HfOCl2 (o ZrOCl2) y DTPA 
 
En primer lugar se puso a punto la síntesis química de KHfDTPA.3H2O (y su 
análogo KZrDTPA.3H2O) a partir de HfOCl2 (o ZrOCl2) siguiendo un procedimiento 
establecido en la literatura [Dav 92]. Los sólidos obtenidos fueron analizados en un 
difractómetro Phillips X´pert PW 3050 utilizando la radiación Kα del cobre, en el rango 
6° ≤ 2θ ≤ 35° con pasos de 0,05° cada dos segundos. Los difractogramas obtenidos, que 
se muestran en la figura 41, verifican que la síntesis química resultó esencialmente en 
los compuestos KZrDTPA.3H2O y KHfDTPA.3H2O (para A=Zr y A=Hf, 
respectivamente). Las demás líneas que aparecen con una intensidad menor al 20 % 
corresponden a DTPA sin reaccionar. 
Una vez establecido el éxito de la síntesis, se procedió a la síntesis radioquímica 
de 181Hf-KHfDTPA.3H2O y 181Hf-KZrDTPA.3H2O, siguiendo el mismo procedimiento 
aunque incorporando cantidades traza de 181Hf-HfOCl2. El oxicloruro de hafnio 
radiactivo se obtuvo por activación del 180Hf presente en HfOCl2 natural (98+%, Alfa 
Aesar GmbH & Co KG) por captura de neutrones térmicos en el reactor RA 3 de la 
Comisión Nacional de Energía Atómica-Argentina. Cantidades equimolares de 
AOCl2.8H2O (A= Hf o Zr) y ácido dietilentriaminopentaacético (0,03 moles de cada 
uno) fueron disueltos junto con 60 μCi de 181Hf-HfOCl2.8H2O en 10 ml de agua 
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destilada con agitación y calentamiento. A la solución transparente así obtenida se 
agregó carbonato de potasio (47 mg para Zr y 67 mg para Hf) en pequeñas porciones 
con agitación. En este punto el pH de la solución pasó de 1 a 2 y la solución se tornó 
parcialmente turbia. El precipitado formado fue removido por filtración y la solución 
fue lentamente evaporada hasta 0,8 ml y se dejó reposar durante 24 horas para que los 
cristales incoloros cristalizaran lentamente 
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Figura 41: Resultados XRD para los sólidos obtenidos a partir de ZrOCl2.8H2O 
(a) y de HfOCl2.8H2O (b). Se indican las líneas de difracción relevantes para el 
KZrDTPA.3H2O (Z) y KHfDTPA.3H2O (H). 
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Los sólidos sintetizados 181Hf-KHfDTPA.3H2O y 181Hf-KZrDTPA.3H2O así 
como el reactivo de partida 181Hf- HfOCl2.8H2O fueron medidos, a temperatura 
ambiente, por la técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas. Los espectros PAC 
obtenidos y sus correspondientes transformadas de Fourier se muestran en la figura 42.  
El espectro correspondiente al 181Hf-HfOCl2.8H2O puede ser ajustado 
asumiendo la existencia de una interacción cuadrupolar principal: 
181Hf-HfOCl2.8H2O:  ωQ=113(0) Mrad/s  η=0.54(1) δ=6(0) % 
datos que son consistentes con los reportados en la literatura (Ler87) para este 
compuesto.  
Los espectros PAC de los dietilentriaminopentaacetatos son ajustados 
satisfactoriamente con una única interacción cuadrupolar  
181Hf-KHfDTPA.3H2O:  ωQ=141(0) Mrad/s  η=0.97(0) δ=1(0) % 
181Hf-KZrDTPA.3H2O: ωQ=140(0) Mrad/s  η=1(0)  δ=1(0) % 
Estos resultados PAC son consistentes con la existencia de un único sitio para el 
Hf (o el Zr) en el cristal [Ily 00]. Un cálculo simple, asumiendo todos los iones como 
cargas puntuales y tomando en cuenta únicamente los vecinos más cercanos del hafnio 
(a distancias menores a 3,3 Å) resulta en una frecuencia cuadrupolar ωQ de 137 Mrad/s 
y un parámetro de asimetría de 0.88 para el KHfDTPA.3H2O, valores que se encuentran 
en buen acuerdo con los resultados experimentales. Las bajas distribuciones de 
frecuencias encontradas en ambos casos (δ< 1%) son evidencia de que las síntesis 
químicas resultaron en compuestos con mínima cantidad de defectos cristalinos. 
Finalmente, el hecho de que en 181Hf-KHfDTPA.3H2O y 181Hf-KZrDTPA.3H2O 
todos los átomos de 181Hf estén localizados en los sitios metálicos de los 
dietiléntriaminopentaacetatos constituye una evidencia de la ausencia de hafnio en los 
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compuestos responsables de los picos extra de los difractogramas de las muestras 
inactivas equivalentes.  
Los resultados de la investigación previa de Das et al [Das 90], donde se intentó 
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Figura 42: Curvas de rotación de espín y sus correspondientes transformadas de 
Fourier para medidas a temperatura ambiente del reactivo 181Hf-HfOCl2.8H2O 
(superior), 181Hf-KHfDTPA.3H2O obtenido por síntesis química (medio) y 181Hf-
KZrDTPA.3H2O obtenido por síntesis química (inferior). 
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caracterizar el HfDTPA mediante PAC, son muy diferentes a los encontrados en la 
presente  investigación y tienen similitud con los correspondientes a HfOCl2.8H2O, lo 
cual es indicativo de que el procedimiento radioquímico utilizado en el mencionado 
trabajo no condujo a la quelación esperada. 
 
Estudios PAC de 181Hf-KHfDTPA.3H2O en función de la temperatura 
 
En primer lugar se realizaron medidas PAC a bajas temperaturas del compuesto 
181Hf- KHfDTPA.3H2O. Con dicho objetivo la muestra se colocó en un criógeno en el 
centro de los detectores y se realizaron sucesivamente medidas PAC a 250 K, 200 K, 
150 K, 100 K, 50 K, 8 K, 225 K, 275 K y 300 K. Los espectros PAC así obtenidos y sus 
transformadas de Fourier se presentan en la figura 43. Los datos experimentales fueron 
satisfactoriamente ajustados suponiendo la existencia de una única interacción 
cuadrupolar en la muestra cuyos parámetros hiperfinos se muestran en la figura 44. 
Los resultados pueden interpretarse en términos de la existencia de una única 
interacción bien definida (δ= 1%) y muy asimétrica caracterizada por una frecuencia 
cuadrupolar de 140(2) Mrad/s, que es esencialmente independiente de los cambios 
térmicos para temperaturas menores a 300 K. Esta interacción se asocia con 
KHfDTPA.3H2O. 
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Figura 43: Curvas de rotación de espín a bajas temperaturas para el 181Hf-
KHfDTPA.3H2O y sus transformadas de Fourier. Las líneas rojas indican el ajuste de 
los resultados suponiendo la existencia de una única interacción cuadrupolar. 
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Figura 44: Parámetros hiperfinos del 181Hf-KHfDTPA.3H2O medido a bajas 
temperaturas. Se muestran la fracción (a), la frecuencia cuadrupolar (b), el parámetro 
de asimetría (c) y la distribución (d) de la interacción cuadrupolar. El error de las 
medidas queda dentro del punto. 
 104
Con el objetivo de establecer las temperaturas donde algún tipo de cambio en los 
dietilentriaminopentaacetatos puede ser esperado se realizaron experimentos de análisis 
termogravimétrico (TGA) y calorimetría diferencial de barrido (DSC). La 
termogravimetría mide de forma dinámica el cambio de masa de la muestra en función 
de la temperatura. La calorimetría diferencial de barrido es una técnica termoanalítica 
que permite evaluar cambios en el calor latente de una muestra. La medida se realiza 
por diferencia del flujo de calor entre una muestra y una referencia como una función de 
la temperatura (en general el aumento de temperatura es lineal con el tiempo). El 
principio básico subyacente a esta técnica es que cuando la muestra experimenta una 
transformación física (tal como una transición de fase), se necesitará que fluya más (o 
menos) calor a la muestra que a una sustancia de referencia, para mantener ambas a la 
misma temperatura. La sustancia utilizada como referencia debe tener una capacidad 
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Figura 45: Curvas termogravimétricas para el KHfDTPA.3H2O (en rojo) y 
KZrDTPA.3H2O (en negro) 
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calorífica bien definida (idealmente constante) en el intervalo de temperaturas en que 
vaya a tener lugar el barrido, de forma que cualquier cambio observado se deba a la 
muestra. Finalmente, la diferencia de flujo de calor que ocurre a una cierta temperatura 
puede asociarse con cambios estructurales o transiciones de fase, entre otros fenómenos. 
Los experimentos presentados en esta tesis fueron llevados a cabo en equipos Shimadzu 
(DSC-50 y TGA-50H respectivamente) bajo una atmósfera dinámica de nitrógeno 
utilizando una velocidad de calentamiento de 5 ºC/min, utilizando como referencia 
Al2O3. en el rango térmico desde temperatura ambiente hasta 300 ºC  
En primer lugar se estudiaron los dietiléntriaminopentaacetatos hidratados de 
hafnio y zirconio mediante análisis termogravimétrico. Los resultados obtenidos para 
KZrDTPA.3H2O y KHfDTPA.3H2O se muestran juntos en la figura 45 como curvas 
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Figura 46: Experimentos de calorimetría diferencial de barrido realizados en 
KZrDTPA.3H2O (en negro) y KHfDTPA.3H2O (en rojo) bajo atmósfera dinámica 
de nitrógeno a 5ºC/min. 
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negra y roja respectivamente. Las curvas termogravimétricas muestran en ambos casos 
una pérdida de masa que se hace evidente entre 85 ºC y 160 ºC. Un cálculo simple de la 
masa residual luego de dicha disminución coincide con la pérdida de 2,95 moles de H2O 
por mol de KXDTPA.3H2O (X= Hf, Zr), hallazgo consistente con la deshidratación de 
KXDTPA.3H2O para producir KXDTPA (X= Hf, Zr). 
Un análisis más detallado de la evolución térmica de KZrDTPA.3H2O y 
KHfDTPA.3H2O se realizó mediante experimentos de calorimetría diferencial de 
barrido, cuyos resultados se muestran en la figura 46. La curva DSC muestra en ambos 
compuestos la existencia de dos cambios endotérmicos caracterizados por temperaturas 
que se presentan en la tabla 4. Puede observarse que el segundo cambio ocurre 
esencialmente a la misma temperatura (alrededor de 248ºC) independientemente si se 
trata del compuesto con hafnio o con zirconio, mientras que el otro se encuentra corrido 
hacia mayores temperaturas en el caso del Zr.  
KHfDTPA.3H2O KZrDTPA.3H2O 
142 ºC (endo) 164 ºC (endo) 
250 ºC (endo) 246 ºC (endo) 
 
Tabla 4: Temperaturas características y naturaleza de los picos encontrados por 
calorimetría diferencial de barrido para KHfDTPA.3H2O y KZrfDTPA.3H2O en el 
rango térmico desde temperatura ambiente hasta 300ºC. 
El primer pico coincide en ambos casos con el rango térmico donde se observaba 
la pérdida de masa en los análisis termogravimétricos y puede ser asociado, en base a 
dichos resultados, con la deshidratación de los compuestos para dar KXDTPA (X= Hf o 
Zr). La diferencia en las temperaturas características de la deshidratación puede 
asociarse con pequeñas variaciones estructurales en KHfDTPA.3H2O y 
KZrDTPA.3H2O debidas principalmente al tamaño del catión. El segundo pico puede 
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atribuirse a la fusión de DTPA (punto de fusión= 220ºC), hallazgo que coincide con las 
trazas de DTPA sin reaccionar evidentes en los análisis de DRX de las muestras. 
Una vez establecidas las temperaturas donde pueden esperarse cambios en los 
dietiléntriaminopentaacetatos se procedió a realizar las medidas PAC de 181Hf-
KHfDTPA.3H2O a alta temperatura. 
El 181Hf-KHfDTPA.3H2O fue sometido a tratamientos térmicos dentro de un 
horno de grafito y medido in situ por la técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas. 
Los parámetros de los calentamientos secuenciales, indicando tiempo y temperatura, se 
muestran en la tabla 5. 
Los espectros PAC resultantes junto con sus transformadas de Fourier se 
presentan en la figura 47 donde se incluyen, a fines comparativos, los espectros a 
temperatura ambiente de la muestra no calentada y luego de los tratamientos térmicos 
en el horno (espectro superior e inferior respectivamente). Todos los espectros, excepto 
el correspondiente a 127 ºC, pueden ser ajustados satisfactoriamente suponiendo la 
existencia de una única interacción cuadrupolar. En la Figura 48 se presentan los 
parámetros hiperfinos de la muestra a temperatura ambiente y aquellos obtenidos de las 
medidas a distintas temperaturas. 
 
Paso Temperatura (ºC) Tiempo (h) 
1 77 18 
2 127 6 
3 177 6 
4 227 6 
5 277 6 
6 127 6 
7 177 6 
8 227 6 
9 127 6 
 
Tabla 5: Secuencia de calentamiento del 181Hf-KHfDTPA.3H2O 
 108
 0,00
0,04
0,08
0,00
0,04
0,08
0,00
0,04
0,08
0,00
0,04
0,08
0,00
0,04
0,08
0,00
0,04
0,08
0,00
0,04
0,08
0,00
0,04
0,08
0 10 20 30 40
0,00
0,04
0,08
0,000
0,005
0,010
0,015
0,020
0,000
0,005
0,010
0,015
0,020
0,000
0,005
0,010
0,015
0,020
0,000
0,005
0,010
0,015
0,020
0,000
0,005
0,010
0,015
0,020
0,000
0,005
0,010
0,015
0,020
0,000
0,005
0,010
0,015
0,020
0,000
0,005
0,010
0,015
0,020
1000 2000 3000 4000
0,000
0,005
0,010
0,015
0,020
 
 
-A
22
G
22
(t)
 
-A
22
G
22
(t)
177 ºC
127 ºC
27 ºC
127 ºC
27 ºC
277 ºC
227 ºC
77 ºC
 
-A
22
G
22
(t)
177 ºC
 
-A
22
G
22
(t)
 
-A
22
G
22
(t)
 
-A
22
G
22
(t)
 
-A
22
G
22
(t)
 
-A
22
G
22
(t)
Frecuencia (Mrad/s) Tiempo (ns)
 
-A
22
G
22
(t)
 
 A
m
pl
itu
d 
(u
.a
.)
Am
pl
itu
d 
(u
.a
.)
 A
m
pl
itu
d 
(u
.a
.)
 A
m
pl
itu
d 
(u
.a
.)
A
m
pl
itu
d 
(u
.a
.)
A
m
pl
itu
d 
(u
.a
.)
Am
pl
itu
d 
(u
.a
.)
Am
pl
itu
d 
(u
.a
.)
A
m
pl
itu
d 
(u
.a
.)
Figura 47: Curvas de rotación de espín medidas a distintas temperaturas para el 181Hf-
KHfDTPA.3H2O y sus transformadas de Fourier. Las líneas rojas indican el ajuste de 
los resultados suponiendo la existencia de una única interacción cuadrupolar (excepto 
para T=127 ºC, donde se ajustan dos interacciones). 
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Figura 48: Parámetros hiperfinos del 181Hf-KHfDTPA.3H2O sometido a calentamientos 
sucesivos a las temperaturas indicadas en la abcisas.  Se muestran la fracción (a), la 
frecuencia cuadrupolar (b), el parámetro de asimetría (c) y la distribución (d) de cada 
interacción (rojo: interacción 1 y negro interacción 2). 
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Con el objetivo de facilitar la discusión de los resultados, en la tabla 6 se 
detallan los parámetros hiperfinos obtenidos para la muestra no calentada medida a 
temperatura ambiente junto con aquellos correspondientes a los tratamientos a 77 ºC (18 
hs), 127 ºC (6 hs) y 177 ºC (6 hs). 
 
Condiciones de 
medida 
Fracción 
(%) 
Frecuencia cuadrupolar 
(Mrad/s) 
Parámetro de 
asimetría 
Distribución 
(%) 
27ºC 100(0) 140(0) 1(0) 2(0) 
77ºC, 18 horas 100(0) 140(0) 1(0) 1(0) 
127 ºC, 6 horas 50(0) 
50(0) 
142(0) 
160(0) 
1(0) 
1(0) 
4(0) 
2(0) 
177 ºC, 6 horas 100(0) 168(0) 1(0) 1(0) 
 
Tabla 6: Parámetros hiperfinos del 181Hf-KHfDTPA.3H2O en distintas 
condiciones de medida (indicadas en la primera columna). 
Los espectros PAC del 181Hf-KHfDTPA.3H2O medidos a 27 ºC y a 77 ºC están 
caracterizados por una interacción muy definida y asimétrica con frecuencia 
cuadrupolar ωQ de 141(0) Mrad/s mientras que una frecuencia cuadrupolar más alta, ωQ 
de 168(0) Mrad/s, también muy definida y totalmente asimétrica caracteriza al 
compuesto a 177 ºC. Sin embargo, a 127 ºC se encuentra una situación intermedia 
donde aparecen fracciones iguales de dos interacciones hiperfinas, una de ellas con 
frecuencia cuadrupolar ωQ =142(0) Mrad/s y la otra con 160(0) Mrad/s (puntos negros y 
rojos en la figura 48 respectivamente), ambas bastante definidas (δ < 4 %) y totalmente 
asimétricas. 
Según los resultados de los análisis termogravimétricos no ocurre una 
deshidratación significativa del compuesto antes de los 80 ºC, de allí que la interacción 
cuadrupolar que caracteriza a la muestra cuando es medida a 77 ºC puede ser atribuida 
al KHfDTPA.3H2O. Por otro lado, la pérdida de las tres moléculas de agua lograda 
alrededor de los 180 ºC que se corresponde con el espectro PAC a 177 ºC nos permite 
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asociar la interacción cuadrupolar totalmente asimétrica de frecuencia cuadrupolar 168 
Mrad/ con el compuesto anhidro KHfDTPA:  
181Hf- KHfDTPA anhidro:  ωQ=167(0) Mrad/s  η=1,00(0) δ=1(0) % 
La naturaleza de esta interacción hiperfina puede ser explicada en términos de la 
contracción que sufre la esfera de coordinación del hafnio (sin pérdida de asimetría) 
cuando las moléculas de agua se pierden.  
Por otro lado, la deshidratación parcial lograda a 127 ºC, evidente a partir del 
termograma, está en buen acuerdo con la existencia a dicha temperatura de una mezcla 
de interacciones cuadrupolares correspondientes al dietilentriaminopentaacetato de 
hafnio hidratado y anhidro. 
El calentamiento de la muestra a temperaturas mayores a 200 ºC resulta en el 
reemplazo de las interacción bien definida del KHfDTPA anhidro por una muy poco 
definida (δ  entre 10 y 15 %) de frecuencia cuadrupolar alrededor de ωQ=140 Mrad/s. A 
esa temperatura, que es coincidente con la fusión del DTPA y que puede significar un 
ablandamiento del KHfDTPA, puede ocurrir un reordenamiento de las moléculas hacia 
una configuración más estable. La presencia de un efecto dinámico asociado con dicha 
reorganización no puede ser excluida.  
Cuando se diminuye la temperatura de medida a temperatura ambiente la 
frecuencia cuadrupolar permanece en el valor correspondiente a la medida a 277 ºC pero 
la distribución se hace notablemente mayor indicando la presencia de defectos en la 
estructura cristalina del compuesto. Este hecho puede asociarse con que, durante la 
medida a esta temperatura, ocurre una hidratación parcial de la muestra. 
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Estudios PAC de hidratación de 181Hf-KZrDTPA.3H2O 
 
Con el objetivo de lograr su deshidratación, el 181Hf-KZrDTPA.3H2O se sometió 
a un tratamiento térmico que osciló entre 130 ºC y 160 ºC durante 1 hora luego del cual 
se observó un leve oscurecimiento del sólido. La muestra así secada fue colocada en un 
tubo eppendorf cuya tapa fue agujereada para permitir la hidratación a humedad 
ambiente de la muestra durante la medida PAC. Los espectros PAC resultantes luego de 
24 horas de hidratación a temperatura ambiente, son mostrados en la figura 49.  
Los resultados fueron ajustados suponiendo la existencia de una única 
interacción cuadrupolar en todos los casos, con excepción de la medida tomada luego de 
6 horas, donde se necesitaron dos interacciones cuadrupolares para lograr un ajuste 
satisfactorio. Los parámetros hiperfinos resultantes son presentados en gráficos en la 
figura 50. Los resultados pueden interpretarse en términos de la existencia de dos 
entornos muy definidos cuya intensidad en el espectro PAC es dependiente del tiempo 
que la muestra se ha sometido a hidratación. Así, en los tiempos cortos de hidratación se 
encuentra una interacción cuadrupolar totalmente asimétrica que en promedio puede ser 
caracterizada por 169 (1) Mrad/s con una distribución 3,5 (1) %. Esta interacción es 
única hasta las 3 horas de hidratación, disminuye al 27 % a las 6 horas de hidratación y 
desaparece totalmente luego de una hidratación de 9 horas. Una segunda interacción 
totalmente asimétrica de frecuencia cuadrupolar 144 (1) Mrad/s aparece con un 73 % de 
intensidad luego de 6 horas de hidratación y se hace única a partir de la novena hora.  
Aunque la frecuencia cuadrupolar se mantiene prácticamente constante con el 
tiempo de hidratación tendiendo al valor 141 (0) Mrad/s, la interacción se hace más 
definida a medida que el tiempo transcurre, la distribución de la frecuencia disminuye 
del 7 al 2 %, este hecho puede asociarse a la paulatina incorporación de moléculas de 
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agua para llegar al estado trihidratado. La primera interacción puede asociarse con un 
estado anhidro KZrDTPA que se va hidratando a medida que transcurre el tiempo para 
finalmente producir KZrDTPA.xH2O algo distorsionado. La segunda interacción se 
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Figura 49: Curvas de rotación de espín a temperatura ambiente para el 181Hf- 
KZrDTPA.3H2O secado durante 1 hora entre 130 ºC y 160 ºC medido abierto a la 
atmósfera. Las líneas rojas indican el ajuste de los resultados suponiendo la existencia 
de una interacción cuadrupolar (excepto para la medida luego de 6 hs de hidratación, 
que se ajustó con dos interacciones). 
 
asocia con el KZrDTPA.xH2O distorsionado que a medida que transcurre la hidratación 
llega al estado KZrDTPA.3H2O bien definido. 
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Figura 50: Parámetros hiperfinos del 181Hf-KZrDTPA.3H2O tratado térmicamente 
entre 130 ºC y 160 ºC durante 1 hora y luego medido mientras se hidrataba abierto a 
la atmósfera. Se muestran la fracción (a), la frecuencia cuadrupolar (b), el parámetro 
de asimetría (c) y la distribución (d) de cada interacción (rojo: interacción 1 y negro 
interacción 2). 
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En vistas de la rápida cinética de hidratación del KZrDTPA se procedió a 
realizar un segundo estudio de la hidratación, esta vez más lentamente. Con ese fin, el 
181Hf-KZrDTPA.3H2O que resultó del tratamiento anterior se sometió a un nuevo 
tratamiento de deshidratación calentándolo alrededor de 115 ºC (entre 108 ºC y 122 ºC) 
durante 1 hora. Finalizado el tratamiento se observó que el sólido tenía color marrón 
claro. 
La muestra fue trasvasada a un tubo eppendorf de 0,5 ml que se tapó 
herméticamente para medir en el espectrómetro PAC a temperatura ambiente. El 
espectro PAC resultante se muestra en la figura 51. Los resultados experimentales aquí 
obtenidos son bien ajustados suponiendo la existencia de dos interacciones 
cuadrupolares: 
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Figura 51: Curva de rotación de espín a temperatura ambiente para el 181Hf-
KZrDTPA.3H2O sometido a un tratamiento a 115 ºC durante 1 hora. Las líneas rojas 
indican el ajuste de los resultados suponiendo la existencia de dos interacciones 
cuadrupolares 
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Interacción 1:  f1=70 () % ωQ1=141() Mrad/s η1=0,89 δ1=14() % 
Interacción 2: f2=30 () % ωQ2=162() Mrad/s η2=1() δ2=4() % 
Sobre las bases de los parámetros hiperfinos ajustados y los modelos propuestos 
en el punto anterior, se concluye que este tratamiento térmico resultó en una fracción 
mayoritaria de KZrDTPA.xH2O junto con KZrDTPA anhidro. De esta manera, el 
calentamiento realizado no logró la deshidratación total del compuesto como en el caso 
previo, como era de esperar por la menor temperatura aquí utilizada. 
Continuando la investigación, se realizaron estudios PAC de la muestra sometida 
a períodos de hidratación cortos. Se procedió de la siguiente manera: la muestra se 
dejaba “abierta a la atmósfera” (con la tapa del eppendorf agujereada) por una hora, 
luego de la cual la tapa se reemplazaba por una tapa hermética y se medía por PAC, 
cerrada, durante dos días. Los espectros PAC resultantes luego de 9 hidrataciones 
sucesivas obtenidos a temperatura ambiente, son mostrados en figura 52. Los resultados 
fueron ajustados suponiendo la existencia de una interacción cuadrupolar, excepto en la 
medida luego de 1 hora de hidratación, para la cual fue necesario considerar la 
existencia de dos interacciones. Los parámetros hiperfinos resultantes son presentados 
en gráficos en la figura 53. Puede observarse que la frecuencia asociada al anhidro 
KZrDTPA (puntos rojos en la figura 53) desaparece luego de la primera hora de 
hidratación en beneficio del compuesto parcialmente hidratado KZrDTPA.xH2O 
(puntos negros). La alta distribución indica un apartamiento de la hidratación total.  
La diferencia entre los tratamientos de hidratación lento y rápido se puede 
asociar, en principio, con el tiempo de permanencia en un dado estado de hidratación, el 
cual vuelve al compuesto KZrDTPA.xH2O más estable frente a hidrataciones sucesivas.  
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Figura 52: Curvas de rotación de espín a temperatura ambiente para el 181Hf-
KZrDTPA.3H2O sometido a un tratamiento a 115 ºC durante 1 hora y luego a 
hidrataciones sucesivas de 1 hora cada una. Las líneas rojas indican el ajuste de los 
resultados suponiendo la existencia de una interacción cuadrupolar (excepto en el 
primer espectro, en el cual son necesarias dos interacciones). 
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Figura 53: Parámetros hiperfinos del 181Hf-KZrDTPA.3H2O tratado a 115 ºC 
durante 1 hora y luego a hidrataciones sucesivas de 1 hora cada una Se muestran la 
fracción (a), la frecuencia cuadrupolar (b), el parámetro de asimetría (c) y la 
distribución (d) de cada interacción (rojo: interacción 1 y negro interacción 2 
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4.3  Experimentos Mössbauer en clusters de Fe-S 
 
4.3.1 Estado del arte 
 
Las proteínas son macromoléculas que surgen de la unión sucesiva de 
monómeros llamados aminoácidos de fórmula química NH2-CRH-COOH donde R= H 
o a un grupo orgánico, dependiendo del aminoácido particular. Se describen distintos 
grados de organización para las proteínas. A la estructura primaria (secuencia lineal de 
aminoácidos) le sigue el ordenamiento en hojas plegadas o hélices alfa (estructura 
secundaria) que se disponen a su vez en estructuras tridimensionales características de la 
estructura terciaria. En el caso de proteínas constituidas por más de una cadena de 
aminoácidos, se habla de estructura cuaternaria.  
La estructura de una proteína determina su función, que depende del tipo 
particular de proteína que se considere: la hemoglobina transporta oxígeno, los 
anticuerpos tienen funciones defensivas y el colágeno función estructural. Algunas 
proteínas llamadas “conjugadas” requieren, para ser funcionales, de la presencia de una 
parte no aminoacídica además de la secuencia de aminoácidos. Dicha parte se llama 
“grupo prostético” cuando su unión con la cadena de aminoácidos es covalente. Un 
ejemplo bien conocido de proteína conjugada es la hemoglobina que está constituida 
por cadenas de globina (partes aminoacídicas) unidas covalentemente a grupos hemo 
(grupos prostéticos). 
Los clusters de Fe-S son agrupaciones de átomos de hierro y azufre que 
conforman los grupos prostéticos de las llamadas “proteínas de Fe-S”. Se trata de uno 
de los más ubicuos y versátiles grupos prostéticos, abundantes en todas las formas de 
vida. Estas proteínas participan en una amplia gama de procesos que incluyen catálisis 
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enzimática, regulación y mantenimiento de la estructura proteica, aunque su principal 
función es la transferencia electrónica. La estructura de los clusters de Fe-S que se 
encuentran más frecuentemente en sistemas biológicos se ilustra en la figura 54. 
En la mayoría de los clusters de Fe-S, el hierro se encuentra coordinado por 
cuatro átomos de azufre en un entorno cuasi- tetraédrico. El azufre presente en estos 
sistemas es de dos tipos: por un lado, el llamado “azufre inorgánico” que genera SH2 
por tratamiento de la proteína con ácidos inorgánicos diluidos y por otro, el denominado 
“azufre orgánico”, que proviene en general del aminoácido cisteína (aunque en algunos 
casos de la histidina, aspártico, serina u otros residuos) [Bar]. Los clusters más 
comunes son del tipo [2Fe-2S], [3Fe-4S] y [4Fe-4S].  
Los clusters pueden experimentar reacciones de oxidación- reducción en un 
amplio intervalo de potenciales redox [Bar] pudiendo existir sitios con valencia 
localizada Fe+2 o Fe+3 y pares Fe+2,5- Fe+2,5  donde un electrón se deslocaliza entre 
ambos sitios.  En la figura 55 se presentan los estados de oxidación descriptos para los 
clusters de hierro- azufre más frecuentes [Cam 10]. 
 
 
Figura 54: Estructura de los clusters de Fe-S más comunes en sistemas biológicos 
[Cam 10].
Los parámetros Mössbauer de los clusters de Fe-S son claramente distintos de 
aquellos de otras moléculas biológicas con centros de hierro. En particular los 
corrimientos isoméricos son característicamente pequeños debido a que los enlaces Fe-S 
son cortos y de naturaleza covalente como consecuencia de la coordinación cuatro y la 
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alta covalencia del azufre [Güt 11]. En la tabla 7 se resumen los parámetros Mössbauer 
característicos de los clusters de Fe-S más comunes.  
 
 
Figura 55: Estados de oxidación descriptos para los clusters de Fe-S más comunes 
[Cam 10]. 
 
Tipo Valencia formal δ (mm/s) a 4K Δ (mm/s)    
 
 
Tabla 7: Parámetros Mössbauer de los clusters de Fe-S más comunes [Eck 11]. 
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La existencia de clusters de Fe-S no es, sin embargo, dependiente de la presencia 
de proteínas. Existe un amplio campo de investigación en química inorgánica que ha 
resultado en una gran variedad de análogos sintéticos de los sitios activos de las 
proteínas de Fe-S, donde los clusters Fe-S son estabilizados por unión a distintas 
moléculas [Ven 04]. En el caso particular de los análogos sintéticos de sitios [2Fe–2S], 
la mayoría de las iniciativas resultan en la estabilización de clusters totalmente oxidados 
[2Fe–2S]+2, mientras que los clusters de valencia mixta [2Fe–2S]1+ sólo pueden ser 
obtenidos por métodos electroquímicos en solución [Mas 81].  
El glutatión (γ-glutamil-cisteinil-glicina, GSH) es el principal péptido celular 
que contiene grupos -SH, y su concentración en la célula llega hasta 10 mM. Está 
presente en una variedad de sistemas celulares y participa de una importante serie de 
funciones, fundamentalmente en relación al metabolismo del oxígeno. La estructura del 
glutatión se muestra en la figura 56. Muchos reportes recientes demostraron que las 
enzimas glutarredoxinas forman dímeros unidos por puentes [Fe2S2], donde el glutatión 
provee dos ligandos tiol exógenos. Estos hallazgos sugieren que el glutatión podría 
tener un rol en la estabilización de los clusters [Fe2S2]. 
 
 
 
Figura 56: Estructura del glutatión (GSH) 
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La posibilidad de que el glutatión pueda coordinar y estabilizar a clusters de Fe-
S fue estudiada por el grupo del Dr. J. Cowan de la Universidad de Ohio. 
Efectivamente, estudios ópticos, redox, de Resonancia Magnética Nuclear y de 
Espectroscopía de Masas del compuesto que resulta de mezclar en condiciones 
adecuadas ión férrico, sulfuro y glutatión permitieron concluir que el glutatión puede, 
bajo condiciones fisiológicas y sin asistencia enzimática, estabilizar in vitro clusters 
Fe2S2 para dar lugar a complejos de estequiometría Fe2S2(GS)4 [Wen 12]. La estructura 
del complejo sintetizado se esquematiza en la figura 57(a). En consistencia con su 
presencia en la célula y su rol funcional, se encontró que el cluster complejado con 
glutatión es estable a la presencia de O2 si se encuentra en solución de glutatión en 
concentración fisiológica. En ausencia de exceso de glutatión, se observa una 
 
 
 
                                      (a) 
 
 
 
 
degradación
(b) 
 
 
 
Figura 57: Esquema del complejo de hierro- azufre estabilizado por glutatión 
(GSH) de composición (Fe2S2)(GS)4 (a) y de la degradación que sufre en ausencia 
de exceso de glutatión [Wen 12](b). 
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degradación que se atribuye a la oxidación de glutatión seguida de su disociación del 
cluster, como se representa en la figura 57(b) [Wen 12]. 
 
4.3.2. Experimental 
 
En esta tesis se estudió mediante Espectroscopía Mössbauer el complejo de 
síntesis Fe2S2(GS)4 obtenido por el grupo del Dr. Cowan con el objetivo de establecer el 
estado de oxidación de los átomos de hierro cuando dicho complejo se encuentra en 
solución. 
Dado el bajo porcentaje atómico de hierro en la muestra, se hizo necesario el 
enriquecimiento de la misma en 57Fe. Con dicho objetivo, la síntesis química 
inicialmente puesta a punto fue adaptada a fin de obtener, a partir de 57Fe0, 
57Fe2S2(GS)4. El procedimiento de síntesis se presenta en la primera parte de esta 
sección seguido de una medida Mössbauer a temperatura ambiente del sólido así 
obtenido. Posteriormente, y con el objetivo de caracterizar el estado de oxidación del 
hierro de los clusters en condiciones cercanas a las fisiológicas, se realizaron medidas 
Mössbauer del complejo en solución a bajas temperaturas. 
Por otra parte se realizó un estudio mediante Espectroscopía Mössbauer del 
sólido en distintas condiciones de humedad para indagar sobre la posible dependencia 
de los resultados obtenidos con dicha variable.  
 
4.3.2.1 Medidas Mössbauer en el sistema 57Fe2S2(GS)4 
 
Preparación de 57Fe2S2(GS)4: 10 mg de 57Fe metálico fueron disueltos en 250 μl de una 
mezcla 1:1 de HCl concentrado y HNO3. La suspensión resultante fue agitada por 
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aproximadamente 10 minutos hasta que todos los sólidos se disolvieron y el 
desprendimiento de gases cesó. Una solución de NaOH 5 M fue entonces agregada 
lentamente en alícuotas de 20 μL, luego de cada una de las cuales el pH de la solución 
fue chequeado. Se continuó con este agregado hasta alcanzar un pH ~ 7,4 (típicamente ~ 
300-340 μL de NaOH 5 M). El color de la mezcla viró a amarillo claro y luego a 
anaranjado oscuro. Esta solución stock de sal de 57Fe fue subsecuentemente utilizada 
para sintetizar los complejos marcados con 57Fe. La solución fue centrifugada para 
descartar cualquier precipitado, y luego 0,077 g de GSH en 4 mL de H2O, a pH 8.6, 
fueron agregados. Finalmente se agregaron 500 μL de una solución de Na2S 200 mM y 
la reacción continuó por 10 minutos antes de la precipitación con exceso de etanol, con 
agitación. La solución resultante fue centrifugada a 14.000 rpm y el sobrenadante 
removido por decantación. El sólido fue resuspendido dos veces más en etanol con 
agitación y fue colectado por centrifugación antes de un secado final en speedvac por un 
período de cuatro horas para obtener 82 mg de muestra. 
 
4.3.2.1.1 Muestra en estado sólido 
 
El absorbente Mössbauer fue preparado distribuyendo uniformemente los 82 mg 
de la muestra en un portamuestra plástico circular de 2 cm de diámetro que luego se 
cerró con una tapa plástica complementaria (la forma habitual de trabajo). Se realizó 
una medida Mössbauer a temperatura ambiente que resultó en el espectro que se 
muestra en la figura 58. Los datos pudieron ser satisfactoriamente ajustados 
considerando el modelo del absorbente grueso. Dicho ajuste arrojó la existencia de tres 
dobletes Lorentzianos cuyos parámetros se listan a continuación 
Fracción I 56 (1) %  δ = 0,21 (2) mm/s  Δ = 0,55 (3) mm/s 
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Fracción II 23 (1) %  δ = 1,10 (4) mm/s  Δ = 2,54 (8) mm/s  
Fracción III 21 (1) %  δ = 0,33 (2) mm/s  Δ = 0,79 (3) mm/s 
Una primera inspección de los parámetros obtenidos teniendo en cuenta los 
datos reportados para sistemas similares (ver tabla 7) muestra que el corrimiento 
isomérico de la componente II se aparta mucho de lo que se espera para los clusters del 
tipo [2Fe2S]. Sin embargo, es posible asignar esta componente, en base a su corrimiento 
isomérico y desdoblamiento cuadrupolar [Gre], a Fe en estado de oxidación +2.  
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Figura 58: Espectro Mössbauer de la muestra en estado sólido tomado a 
temperatura ambiente. La contribución al espectro de las componentes ajustadas se 
muestra con corchetes. 
Los parámetros hiperfinos de las componentes I y III se encuentran dentro de lo 
esperado para clusters completamente oxidados [2Fe-2S] 2+, pudiéndose asignar estas 
contribuciones, en principio, a este tipo de compuestos.  
La existencia de más de una contribución al espectro revela la presencia de al 
menos tres clases distintas de átomos de hierro en la muestra, hallazgo que puede 
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interpretarse en términos de una reacción incompleta o, teniendo en cuenta que la 
medida se realizó varios días después de la síntesis, de una degradación parcial de la 
muestra.  
Aproximadamente la mitad de este sólido fue utilizada para realizar los 
experimentos en solución que se detallan a continuación y la otra mitad se conservó en 
desecador conteniendo sílica gel para indagar sobre la posible degradación del 
compuesto con el tiempo, experimentos que se detallan en la sección 4.3.2.1.3.  
 
4.3.2.1.2 Muestra en solución 
 
Considerando que es de interés caracterizar al compuesto sintetizado en 
condiciones cercanas a las fisiológicas, se procedió a estudiar el sólido en solución. Con 
el fin de trabajar con una solución de composición química lo más simple posible y que 
a su vez simulara las condiciones del interior celular en las cuales se sabe que el 
complejo es estable, se preparó un buffer acuoso 10 mM en GSH de pH 8,58 (“buffer 
glutatión”). 
Como ya fue adelantado, aproximadamente la mitad del sólido sintetizado fue 
colocada en 300 μl de buffer glutatión fresco. Aunque la disolución total del sólido no 
fue alcanzada, la suspensión se colocó en un portamuestras cilíndrico de 2 cm de 
diámetro y fue tapada con un film plástico. Esta muestra fue estudiada por 
espectroscopía Mössbauer, a 195 K utilizando el arreglo ad hoc comentado en la 
sección 2.3.3. El espectro Mössbauer obtenido se muestra en la Figura 59. A simple 
vista se observa una disminución de la componente de Fe+2. El ajuste satisfactorio de los 
datos hace necesaria la utilización del modelo del absorbente grueso y resulta en tres 
dobletes Lorentzianos: 
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Fracción I 90 (2) %  δ = 0,36 (1) mm/s  Δ = 0,63 (1) mm/s 
Fracción II 2 (1) %  δ = 1,16 (9) mm/s  Δ = 2,7 (3) mm/s 
Fracción III 8 (2) %  δ = 0,44 (3)mm/s  Δ = 1,17 (7) mm/s 
Nuevamente, y de acuerdo a los valores del corrimiento isomérico δ, las 
componentes I y III pueden ser asociadas con Fe(III) y la otra con Fe(II). El aumento de 
los valores de δ con respecto a la medida del sólido a temperatura ambiente es 
consistente con la menor temperatura de este experimento [Gre].  
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Figura 59: Espectro Mössbauer de la muestra suspendida en buffer glutatión a 
195K. En rojo se muestra el ajuste de los datos. 
Con el objetivo de lograr su disolución, más buffer glutatión fue agregado a la 
muestra. Y dado que era de interés definir con mayor exactitud las fracciones de cada 
una de las especies presentes, se procedió a medir una pequeña cantidad de la muestra 
disuelta con el fin de realizar el experimento en el límite del absorbente delgado. Con 
esta idea, el absorbente Mössbauer consistió en 600 μl de una solución 9,3 mM de la 
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muestra en buffer glutatión que fue transferida al portamuestras Mössbauer cilíndrico. 
La medida Mössbauer fue realizada a 212 K y resultó en el espectro que se muestra en 
la figura 60 donde se observa la desaparición de la componente asociada al Fe+2.  
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Figura 60: Espectro Mössbauer del sólido disuelto en buffer glutatión medido a 212 
K. En rojo se muestra el ajuste de los datos. 
El espectro puede ser ajustado, considerando el modelo del absorbente delgado, 
con un único doblete Lorentziano de parámetros:  
Fracción I 100 (0) %  δ = 0,393 (1) mm/s  Δ = 0,676 (2) mm/s 
Sobre las bases de la presencia de clusters de estequiometría 2Fe2S(GS)4 en la 
muestra y la concordancia de los parámetros hiperfinos con los reportados para sistemas 
de este tipo (tabla 7), se puede asignar esta componente a Fe(III) presente en clusters 
[2Fe-2S]2+. De esta manera se logra establecer que el estado de oxidación de los átomos 
de Fe en el complejo 2Fe2S(GS)4 disuelto en solución es +3. 
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La existencia de una sola componente indica que hay sólo un tipo de átomos de 
hierro luego de la disolución en buffer glutatión indicando que se completó la reacción 
química o que se revirtió la posible degradación del cluster. 
 
4.3.2.1.3 Muestra en distintas condiciones de humedad 
 
Como ya hemos señalado en “estado del arte” se ha descripto que el complejo 
[Fe2S2(GS)4]+2 se degrada con el tiempo. Una observación experimental es que, 
expuesto a la atmósfera, el sólido obtenido por síntesis química se humedece 
rápidamente. Para establecer si existe una relación entre la degradación y el contenido 
de humedad de la muestra, se realizaron los experimentos que se describen a 
continuación. 
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Figura 61: Espectro Mössbauer del sólido medido a temperatura ambiente y en 
atmósfera “seca” luego de haber sido conservado tres meses en desecador. 
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La porción de la muestra que se caracterizó inicialmente en la sección 4.3.2.1.1 y 
que se conservó en desecador fue medida nuevamente tres meses después. La medida se 
realizó sin exponer la muestra a la humedad ambiental. De esta manera, el experimento 
Mössbauer fue realizado en condiciones de atmósfera “seca” con la muestra sin la tapita 
superior del portamuestra, en una bolsita conteniendo piedritas de sílica gel que se cerró 
herméticamente y luego se colocó, para su medida a temperatura ambiente, en el 
espectrómetro. El espectro Mössbauer obtenido se muestra en la figura 61 donde puede 
observarse un hombro en el pico asociado al Fe+2 que señala la aparición de Fe+2 en otro 
entorno químico. Para establecer si esta transformación resulta del proceso de secado se 
procedió a estudiar la dependencia del espectro con la humedad de la muestra. 
Seguidamente la muestra fue retirada de la bolsita conteniendo sílica gel y fue 
medida, abierta a la atmósfera, durante alrededor de 13 horas tomando espectros 
Mössbauer cada 120 segundos. Después de ese tiempo se realizó una medida Mössbauer 
 
Figura 62: Espectro Mössbauer del sólido luego de humedecerse por 13 horas 
abierto a la atmósfera, medido a temperatura ambiente. 
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en las mismas condiciones, pero de mayor duración para aumentar la estadística, que 
resultó en el espectro que se muestra en la figura 62. Este resultado muestra el 
ensanchamiento típico de los picos producto del movimiento molecular del sólido 
humedecido. Por otra parte el espectro revela una asimetría alrededor del doblete 
correspondiente al Fe(III) que se debe a la presencia, a corrimientos isoméricos altos, 
del Fe(II) que en este caso no se resuelve. 
La evolución del espectro Mössbauer desde que la muestra seca se expuso a la 
humedad hasta que se tomara el espectro recién discutido, se muestra en el gráfico de la 
figura 63. En el eje vertical se grafica el tiempo de medida (tiempos más largos hacia 
arriba) y en las abscisas la velocidad relativa entre la fuente y el absorbente. A cada 
tiempo le corresponde un espectro que se representa por una escala de colores asociada 
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Figura 63: Evolución del espectro Mössbauer del sólido (que había sido mantenido 
en desecador por tres meses) mientras se medía abierto a la atmósfera. Las 
intensidades relativas de cada espectro a los distintos tiempos se ilustra en una 
escala cromática (rojo: transmisión completa). 
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a distintas absorciones o profundidades de los picos (el azul indica un pico profundo o, 
lo que es lo mismo, una alta absorción resonante). Se observa que la hidratación ocurre 
en lapsos menores a 100 minutos y que en ningún momento de la hidratación se pierde 
el “hombro” del pico de Fe+2. De esta manera, las diferencias entre los resultados 
Mössbauer del sólido secado por tres meses en desecador respecto al inicial no puede 
atribuirse a una diferencia en el grado de humedad de la muestra, evidenciando la 
degradación progresiva del material. 
Finalmente se analizó la evolución de los espectros con el secado. Para ello el 
sólido totalmente humedecido (luego de la medida anterior) fue colocado, sin tapa del 
portamuestra, en una bolsita conteniendo sílica gel. Se realizaron medidas Mössbauer de 
la muestra así preparada a temperatura ambiente cada 120 segundos. Los resultados 
obtenidos se muestran en la figura 64. Se observa que el secado ocurre en lapsos de 
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Figura 64: Evolución del espectro Mössbauer del sólido (que había sido 
humedecido abierto a la atmósfera) mientras se medía dentro de una bolsita 
conteniendo sílica gel, a temperatura ambiente.  
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tiempo menores a 500 minutos resultando esencialmente en el espectro Mössbauer de la 
muestra seca inicial. Esta observación es evidencia de la reversibilidad del proceso de 
humedecido/ secado.  
Los experimentos Mössbauer del humedecido/ secado del sólido son evidencia 
de que, en principio, la degradación química del Fe2S2(GS)4 que ocurre con el tiempo 
no se encuentra en relación con el grado de humedad de la muestra. 
La muestra seca, resultante del experimento anterior, fue disuelta en buffer 
glutatión y medida, a bajas temperaturas, por Espectroscopía Mössbauer (datos no 
mostrados). El espectro esencialmente igual al mostrado en la figura 60 y pudo ser 
satisfactoriamente ajustado con un solo doblete de parámetros hiperfinos consistentes 
con la existencia de complejos [Fe2S2(GS)4]+2. 
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4.4 Experimentos de Espectroscopía de Aniquilación de 
Positrones en sistemas tisulares 
 
4.4.1 Estado del arte 
 
La célula es la menor unidad estructural que posee características vitales. Sus 
componentes químicos incluyen 75- 85 % de agua, 10- 20 % de proteínas, 2-3 % de 
lípidos, 1% de glúcidos y 1 % de materia orgánica [Gen]. El tamaño promedio de la 
mayoría de las células varía de 10 a 50 μm.  
 
 
Figura 65: Imagen de microscopía óptica de un preparado de tejido conectivo. Las 
células se revelan por su núcleo, que aparece como manchas ovaladas o 
redondeadas violetas. Se observa entre ellas el entramado correspondiente a la 
matriz extracelular. 
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Los tejidos son agrupaciones de células con igual función. Dos o más tejidos 
forman unidades funcionales mayores llamadas “órganos” como son la piel, el hígado o 
el útero, entre otros. A pesar de sus diferencias estructurales y funcionales, todos los 
órganos están compuestos por sólo cuatro tipos básicos de tejidos: epitelial, conectivo, 
muscular y nervioso [Ros 05]. Los tejidos epitelial, muscular y nervioso están 
constituidos esencialmente por células especializadas en funciones particulares. El 
conectivo es especial como tipo de tejido debido a su contenido de sustancia intercelular 
y es el que da sostén a los otros tejidos básicos, tanto estructural como funcionalmente. 
Está compuesto por células y una matriz extracelular que presenta un entramado 
constituido por proteínas y glúcidos embebidos en agua, sales y otras sustancias de bajo 
peso molecular [Gen 04]. En la figura 65 se muestra una imagen de microscopía óptica 
de un corte histológico de tejido conectivo, donde se pueden observar las células que los 
constituyen y el entramado correspondiente a la matriz extracelular.  
Se llama tumor al crecimiento anormal de algún tejido corporal. Los tumores 
están formados esencialmente por los mismos componentes que el tejido de origen y el 
grado de diferenciación de dichos componentes respecto al tejido normal depende del 
tipo de tumor [Rob 05].  
Como hemos mencionado, la técnica PALS ha comenzado a aplicarse 
recientemente al estudio de tejidos animales y humanos. La motivación de dichas 
investigaciones es tratar de establecer si la técnica puede ser útil para distinguir el tejido 
propio del tumor del tejido normal que le dio origen. Algunos investigadores confían 
incluso en que, a largo plazo, la técnica pueda servir como base para el desarrollo de 
ensayos de estadificación de tumores [Jea 06, Liu 07, Yan 09].  
Se han reportado estudios en cáncer de útero [Eli 06], cáncer de piel [Jea 06, 
Liu 07] y cáncer de cerebro [Yan 09] cuyas características y principales resultados se 
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destacan en la tabla 8 donde sólo se incluyen, como ya se anticipó, los parámetros de 
aniquilación correspondientes a la vida media larga. 
 
Tumor de útero Tumor de piel Tumor de piel Tumor de 
cerebro 
 
(ratón) (humano) (humano)  
(rata) 
Objetivo Determinar 
volúmenes libres 
en función del 
tiempo de 
evolución del 
tumor 
Estudiar aniquilación de 
positrones a distintas 
profundidades 
Distinguir tejido 
sano y tejido 
tumoral 
Distinguir tejido 
sano y tejido 
tumoral 
Número de 
muestras 
6 3 4 4 
(1 muestra 
normal y 5 
tumores de 
distinta edad) 
(dos porciones 
tumorales y una porción 
sana) 
(dos porciones 
tumorales y dos 
porciones sanas) 
(secciones de 
cerebro 
conteniendo cada 
una porción sana 
y tumoral) 
Espesor de la 
muestra 
6 mm 0,015 mm No informa 2 mm 
Conservación - Las muestras fueron 
extraídas y 
transportadas en hielo 
seco hasta la medida. 
La muestra 
disecada se 
conserva en 
solución 
bacteriostática 
hasta la medida. 
Solución formol 
al 4 % 
Resultados Resultados 
correspondientes a  
positrones de 5 keV (1 
μm) 
Muestra normal: Muestra normal  
CE: 
Muestra normal: 
τ3= 2,927 (30) ns < τ3> =2,07 (17) 
ns τ3= 2,043 (8) ns I3= 6,54 (26) % 
  I3= 14,65 (10) % 
 Muestra tumoral: Muestras 
tumorales: 
 
Muestra normal: < τ3> =2,04 (14) 
ns 
Muestra tumoral 
CCE: τ3 =2,40 (1) ns τ3= 2,695 (20)- 
1,841 (20) ns τ3= 1,951 (11) ns I3 =22 (1) %  
I3=7,72 (10)- 
10,13 (11) % 
 I3= 13,70 (14) % 
  
Muestra tumoral CCE:  Muestra normal 
CB 2: τ3= 2,20 (1) ns  
 τ3= 2,081 (8) ns I3= 13 (1) % 
  I3= 14,16 (10) % 
   
 Muestra tumoral Muestra tumoral 
CCB 2: (según el tiempo 
de evolución del 
tumor) 
CCB 2: 
τ3= 2,30 (1) ns τ3= 2,026 (5) ns 
I3= 10 (1) % I3= 13,59 (6) % 
 
 
Referencia Eli 06 Jea 06 Liu 07  Yan 09 
 
Tabla 8: Características y principales resultados de las investigaciones previas de 
tejidos tumorales utilizando Espectroscopía de Aniquilación de Positrones en el modo 
de medición de vidas medias. 
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En el trabajo de M. M. Elias et al [Eli 06] se investiga la aniquilación de 
positrones en muestras de tumores de distinto tiempo de evolución. Se observa, a 
medida que el tumor evoluciona, una variación monótona de los parámetros τ3 e I3 a 
partir de los valores de tejido sano cuyos valores extremos pueden verse en la tabla 8. 
Los autores postulan que la intensidad de aniquilación del o-Ps (I3) es proporcional a la 
probabilidad de que el positrón encuentre un hueco en el cual quedar confinado, de 
modo que es un indicador del número de esas cavidades. De esta manera se propone que 
la evolución del tumor trae aparejado un aumento en el número de cavidades, que es 
acompañado con un decrecimiento de su tamaño, lo que explica la disminución de τ3.  
Las cavidades o volúmenes se asignan en este caso a espacios intercelulares. 
En el trabajo de Jean et al [Jea 06] se aplica un haz de positrones lentos a la 
investigación de cáncer de piel humana. Los experimentos PALS usando positrones 
lentos se llevaron a cabo utilizando los positrones emitidos por una fuente de 22Na que 
fueron frenados con una delgada lámina de tungsteno desde la cual los positrones son 
eyectados con una energía de 3 eV. A partir de allí los positrones son acelerados con 
energías que van de 100 eV a 30 keV. Este rango de energías corresponde 
profundidades de penetración en materiales biológicos de 1 nm a 8 μm. Se estudiaron 
células normales de la epidermis (muestra normal), una muestra de piel con 50 % de 
carcinoma de células espinosas (CCE) y otra con 30 % de carcinoma de células basales 
(CCB 2). Las muestras fueron extraídas y transportadas en hielo seco desde la facilidad 
médica hasta el laboratorio de positrones lentos. Los experimentos se realizaron con un 
vacío de 10-10 atmósferas y los autores destacan que las muestras debieron ser secadas 
bajo vacío por un período de al menos 3 días hasta que los resultados de los 
experimentos PALS permanecieron constantes. En la figura 66 se reproducen los 
resultados obtenidos para la vida media τ3 y la intensidad I3 en las muestras estudiadas 
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como función de la energía del positrón incidente. En la tabla 8 se presentan los valores 
de τ3 e I3 para las muestras mencionadas, extraídos de la figura 66 para el caso de los 
positrones de aproximadamente 5 keV. A partir de las diferencias en los parámetros 
observados los autores concluyen que en las muestras patológicas la aniquilación de 
positrones aparece con intensidades y vidas medias menores que aquellas que 
caracterizan a la piel normal. Los autores asocian los datos obtenidos con una reducción 
del volumen libre debido a la presencia de las células patológicas. Los sitios con espacio 
libre para la localización del positronio son los espacios intermoleculares dentro de las 
 
 
Figura 66: Vida media τ3 del o-Ps (radio del volumen libre) y intensidad I3 del o-Ps 
versus la energía de los positrones incidentes (profundidad media) en muestras de 
piel sin (normal) y con carcinoma de células espinosas (CCE) o carcinoma de 
células basales (CCB 2). Datos reproducidos de Jea 06. 
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células, que aparecen disminuidos en los tejidos con cáncer respecto del normal. La 
diferencia más importante entre las muestras con y sin cáncer ocurre en la amplitud I3. 
Los autores la asocian a efectos químicos y físicos debido a la presencia de células 
tumorales y concluyen que existen diferencias importantes en la aniquilación de 
positrones en la piel humana con/sin cáncer. Los autores proponen dos modelos para 
explicar la menor amplitud I3 de las muestras tumorales respecto a las normales. En 
primer lugar, el positronio tiene una afinidad para reaccionar con especies químicas 
dentro de la célula cancerosa. Por otra parte la formación de positronio podría ser 
inhibida porque los electrones secundarios en la trayectoria del positrón son capturados 
por fuertes scavengers dentro de las células cancerosas. 
Posteriormente los mismos autores investigaron muestras de cáncer de piel 
humana utilizando el arreglo sándwich convencional [Liu 07]. Los experimentos fueron 
realizados en condiciones de humedad ambiente. Se investigaron muestras de cáncer de 
piel extraídas de dos pacientes: uno con CCB y otro con CCE. En ambos casos se 
extrajeron muestras de piel normal (CE corresponde a una muestra de células espinosas 
 
Figura 67: Espectros PALS para muestras de piel con y sin carcinoma: CE 
corresponde a una muestra de células espinosas normales de la epidermis, CCE a 
una muestra con 50 % de carcinoma de células espinosas, CB a una muestra de 
células basales normales de la epidermis y CCB a una muestra con 30 % de 
carcinoma de células basales. Datos reproducidos de Liu 07. 
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normales y CB a una muestra de células basales normales de la epidermis). Las 
muestras extraídas fueron mantenidas en soluciones bacteriostáticas hasta la realización 
de los experimentos PALS. Los espectros obtenidos se reproducen en la figura 67 y en 
la tabla 8 se muestran los parámetros asociados con la aniquilación del o-Ps. 
Comparando los valores de I3 y τ3 entre las muestras con y sin cáncer del mismo 
paciente los autores concluyen que estos resultados están de acuerdo con la observación 
previa obtenida con el haz de positrones lentos para energías de 5 keV (profundidades 
de 1 μm). También observan que las vidas medias del positrón en las muestras 
patológicas son más cortas que en la piel normal.  
Con el interés de investigar si PALS puede ser útil para distinguir tejido nervioso 
normal y tumoral, Yang et al [Yan 09] investigaron los parámetros de aniquilación de 
positrones en secciones de cerebro conteniendo regiones de tejido normal y de tejido 
 
 
Figura 68: Vida media de pick-off del orto-positronio para regiones normales y 
tumorales de cuatro muestras diferentes. Se muestran dos ensayos y se indica el 
promedio para las secciones normales y tumorales. Datos reproducidos de Yan 09. 
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tumoral provenientes de un modelo de glioma de rata. En la figura 68 se reproducen los 
resultados obtenidos con las distintas muestras. Como puede observarse, los datos 
sugieren que hay más variación entre las cuatro muestras que entre el valor 
correspondiente al tejido normal o patológico en cualquiera de ellas. En la tabla 8 se 
consignan los valores medios de τ3 obtenidos con los tejidos normal y tumoral en los 
diferentes experimentos. 
En este punto es conveniente discutir algunos aspectos de las comentadas 
investigaciones a fin de establecer el plan de trabajo a desarrollar: 
1) en el trabajo de Elías et al [Eli 06] se reportan diferencias notables en la vida 
media τ3 observada en un tejido normal comparada con tumores de distinto tiempo de 
evolución. En lo que concierne a las investigaciones sobre cáncer de piel [Jea 06, Liu 
07], a pesar de que los autores concluyen que PALS permite distinguir tejidos normales 
de tumorales, las pequeñas diferencias en las vidas medias observadas no constituyen 
una buena base para sostener dicha conclusión. El hecho de que sólo se haya analizado 
una muestra de cada tipo no permite estimar la dispersión que puede estar afectando a 
los resultados. En este sentido, la investigación de Yang et al [Yan 09] presenta 
conclusiones más realistas ya que están basadas en la observación de varias muestras 
donde se pone de manifiesto la dispersión mencionada.  
2) en lo que concierne al parámetro τ3 en tejidos normales y patológicos es 
interesante observar que en todos los resultados consignados en la tabla 8 τ3 es superior 
en las muestras normales que en los tejidos patológicos, aunque sólo en el caso de la 
investigación de Elias et al [Eli 06] las diferencias son significativas.  
3) en lo que respecta a la amplitud I3, Elias et al reportan un notable incremento 
a partir de la muestra normal con el tiempo de evolución del tumor. Por otra parte, en 
los trabajos en cáncer de piel [Jea 06, Liu 07] se observa una disminución de dicha 
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amplitud cuando se comparan los tejidos tumorales con tejidos normales. Estos 
resultados podrían estar señalando una dependencia de los comportamientos de los 
parámetros de aniquilación con el tipo de tejido.  
4) por otra parte, Yang et al [Yan 09] reconocen la importancia de investigar las 
distintas formas de conservación de las muestras y su incidencia en la vida media del o-
Ps. También resulta importante la investigación del efecto del envejecimiento y del 
secado de las muestras en los parámetros de aniquilación obtenidos. En este sentido es 
interesante la observación realizada en los experimentos con positrones lentos donde se 
establece la necesidad de secar varios días las muestras en vacío hasta que los resultados 
PALS permanezcan constantes. La discrepancia en los valores de τ3 reportados en las 
dos investigaciones que tratan con cáncer de piel (ver tabla 8) tal vez puedan deberse a 
una diferencia de humedad en las muestras. 
 
4.4.2 Experimental 
 
En esta tesis se investiga la aplicación de la Espectroscopía de Aniquilación de 
Positrones en el modo de medición de vidas medias a muestras de tejidos. En una 
primera etapa se realizaron estudios tendientes a definir las condiciones experimentales 
más adecuadas para estudiar mediante PALS estos sistemas altamente complejos. En 
este sentido se investigó la factibilidad de realizar este tipo de medidas utilizando el 
arreglo sándwich estándar, las características deseables de las fuentes de positrones, 
distintos métodos de conservación de las muestras y el efecto del grado de humedad de 
la muestra en los parámetros de aniquilación.  
En una segunda etapa se procedió a investigar la factibilidad de caracterización 
mediante PALS de tejidos normales y tumorales. Con este objetivo se realizaron 
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estudios en distintas porciones de órganos sanos, de histología más conocida y 
homogénea que la de los tumores, a fin de evaluar la reproducibilidad de las medidas y 
establecer su posibilidad de caracterización. Finalmente se realizaron estudios de 
distintas muestras tumorales del mismo tipo. 
 
4.4.2.1 Preparación de la fuente de positrones 
 
Tres fuentes de positrones fueron preparadas y caracterizadas a fin de elegir la 
más adecuada para las medidas PALS en tejidos. Las bondades de dichas fuentes serán 
discutidas en términos de la facilidad de manipulación y de la fracción y vidas medias 
de los positrones que se aniquilan en la fuente. 
 
 Actividad de 
22Na a 10 cm 
Material Dimensiones Sellado Posibilidad de 
pérdida de 
radiactividad (μSv/h) 
Fuente 1 300 Aluminio 2 cm x 2 cm Metacrilato Alta 
Fuente 2 1000 Kapton 2 cm x 2 cm Metacrilato Moderada 
Fuente 3 200 Kapton 1 cm x 1 cm Resina epoxi Baja 
 
Tabla 9: Características de las fuentes de positrones preparadas. 
Las fuentes se prepararon depositando una solución acuosa de 22NaCl en el 
centro de una pequeña lámina soporte de aluminio muy delgado o de kapton de 1,42 
mg/cm2. La lámina se dejó secar al aire y luego fue cubierta con otra de igual tamaño y 
sus bordes sellados con pegamento. La actividad relativa del 22Na depositado se midió 
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con un monitor Geiger. Las características de las fuentes preparadas se muestran en la 
tabla 9.  
Desde un punto de vista práctico es importante procurar que la fuente no se 
quiebre al manipularla, con la consecuente pérdida de radiactividad y contaminación de 
la muestra bajo estudio. Un comparación de la fragilidad de las láminas soporte reveló 
que la facilidad de producción de fisuras es mayor en el caso de la lámina de aluminio y 
aumenta con la superficie de la lámina. Por otro lado, la utilización de metacrilato para 
el pegado de la fuente 2 produjo pequeñas fisuras de la lámina de kapton en la zona de 
sellado (con posibles pérdidas de radiactividad), problema que no apareció cuando el 
mismo material fue sellado utilizando resina epoxi (fuente 3). 
La aniquilación de los positrones en las fuentes preparadas fue evaluada 
midiendo láminas de hafnio metálico (τ experimental= 170-180 ps) en el arreglo 
sándwich estándar. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 10. 
 τ1 (ps) I1 (%) τ2 (ps) I2 (%) τ3(ps) I3 (%) 
Fuente 1 179 (2) 72 (1) 460 (10) 25 (1) 1700 (50) 2,3 (0,1) 
Fuente 2 182 (3) 82 (1) 405 (9) 18 (1) - - 
Fuente 3 195 (6) 57 (3) 378 (11) 41 (3) 1690 (60) 2,3 (0,1) 
 
Tabla 10: Parámetros de aniquilación de positrones en cada una de las fuentes 
preparadas. 
En todos los casos se verifica la aparición de una vida media corta (τ1) que puede 
atribuirse a la aniquilación del positrón en el material de referencia, en acuerdo con el 
valor esperado. Las otras vidas medias, cuya asignación se discutirá en breve, 
corresponden a la aniquilación en los materiales de la fuente. En este sentido, es 
deseable que sólo una pequeña fracción de los positrones se aniquilen en la fuente de 
modo que la mayoría sean capaces de atravesarla y estén disponibles para aniquilarse en 
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la muestra bajo estudio. De la tabla 10 se desprende que es la fuente 2, con un 82 % de 
positrones que se aniquilan en la muestra, la que mejor cumple con este requisito. 
La vida media intermedia (τ2) está en buen acuerdo para las fuentes 2 y 3 con los 
valores reportados para el kapton (τkapton= 386 ps) asignándose entonces a la 
aniquilación en dicho material. El τ2 de la fuente 1 se asocia, en base a la intensidad con 
la cual aparece, con la aniquilación del positrón en la lámina de aluminio. En este caso 
el valor ajustado se aparta del valor reportado para el aluminio (τaluminio= 163 ps) debido 
a que el material utilizado para depositar la fuente no es libre de defectos.  
Finalmente τ3 es del orden de la vida media del o-Ps en materiales poliméricos, 
hecho que permite asignar esta pequeña contribución a la aniquilación de dicha especie 
en el pegamento utilizado para el sellado de la fuente. 
Priorizando la protección radiológica y considerando que en todas las fuentes la 
fracción de positrones disponibles para aniquilarse en la muestra es suficiente para 
llevar a cabo las medidas PALS en un tiempo razonable, se elige la fuente 3 como la 
más adecuada para las medidas de muestras tisulares que se realizarán en esta tesis.  
 
4.4.2.2 Medidas PALS en tejidos 
 
4.4.2.2.1 Muestras estudiadas 
 
Las muestras tumorales fueron obtenidas de ratones nude que fueron inyectados 
subcutáneamente con suspensiones de células viables de adenocarcinoma de pulmón 
humano A549 en medio de cultivo Eagle’s Minimal Essential Medium. Una vez que los 
tumores tuvieron 1–3 cm de diámetro, los ratones fueron sacrificados y los tumores 
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extraídos y fijados mediante distintos métodos. Se utilizaron muestras obtenidas de 6 
ratones que serán llamadas, de aquí en adelante, T1 a T6. 
Las muestras normales fueron extraídas de hígado de ratas y conservadas en 
formol. Las medidas en hígado se realizaron a partir del lóbulo superior hepático, que se 
cortó con un bisturí en 4 muestras de 5 mm de espesor (llamadas H1 a H4) que se 
secaron en desecador conteniendo sílica gel. 
 
4.4.2.2.2 Estudios preliminares 
 
Medida PALS de un tejido impregnado en 22Na  
 
El modo de trabajo más común en las medidas PALS es, como se ha 
mencionado, la utilización de una fuente de 22Na y dos porciones equivalentes de la 
muestra arregladas a modo de sándwich. A fin de lograr una mejor interpretación de los 
resultados es deseable que las vidas medias características de aniquilación en la fuente 
presenten el mínimo solapamiento con las vidas medias propias de la muestra.  
Las componentes de aniquilación de positrones en cada una de las fuentes 
preparadas fueron bien establecidas en la sección 4.4.2.1. En este punto interesa 
establecer las componentes de aniquilación de los positrones cuando se aniquilan 
únicamente en el material de interés.  
Con el mencionado fin se preparó una muestra tisular testigo utilizando una 
porción del material a investigar fijado en formol y secado al aire que se goteó con 
algunos μCi de 22Na y se dejó secar al aire nuevamente (no se utilizó la lámina soporte 
ni material de sellado). La elección de formol como método de conservación de esta 
muestra responde al hecho de que la fijación en solventes orgánicos es una estrategia 
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útil para preservar la morfología y la composición química del tejido y mantener de esta 
manera a la muestra en una condición cercana a su estado in vivo.  
La muestra fue medida, envuelta en lámina de aluminio, en el equipo PALS. El 
resultado del ajuste del espectro resultante se presenta en la tabla 11. 
Muestra  τ1 (ps) I1 (%) τ2 (ps) I2 (%) τ3(ps) I3 (%) 
T4 testigo 199 (8) 50 (3) 490 (20) 39 (2) 1720 (30) 11,0 (4) 
 
Tabla 11: Parámetros de aniquilación de positrones para una muestra tisular fijada 
en formol, impregnada con 22NaCl y secada al aire. 
Tres vidas medias caracterizan a la muestra testigo, hallazgo que es común a 
todas las muestras investigadas en el presente trabajo. La vida media más larga τ3 
(1500- 2200 ps) corresponde al proceso de pick off del o-Ps en cavidades grandes. La 
vida media corta (145- 225 ps) y la intermedia (350- 500 ps) que juntas dan cuenta de 
alrededor del 90 % del espectro están asociadas a la autoaniquilación del p-Ps (125 ps), 
a la aniquilación de positrones libres y a cortas vidas medias del o-Ps (pick off y 
reacciones químicas). 
Con respecto a la factibilidad de extraer estas vidas medias en el caso de la 
medición de tejidos en el arreglo sándwich estándar se observa que las vidas medias 
más cortas que caracterizan al tejido no pueden resolverse de aquella que corresponde a 
la aniquilación del positrón en la lámina de kapton. Sin embargo sí será posible la 
evaluación de la componente de vida media larga de los tejidos. Con respecto a la 
amplitud de esta última componente habrá que tener en cuenta que está incrementada en 
una fracción fija y pequeña por la aniquilación en el pegamento de la fuente.  
En esta tesis interesa determinar la componente de vida media larga τ3 que, 
como ya se mencionó, está ligada a la probabilidad de procesos pick off del o-Ps en 
cavidades y puede ser asociada al tamaño de las mismas, brindando información 
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relevante sobre el sistema biológico bajo estudio. De esta manera, si bien en lo que 
sigue se especificarán las tres componentes observables en los experimentos, sólo se 
analizarán los parámetros τ3 e I3 como es usual en las aplicaciones PALS en biología. 
A pesar de que ambas formas de trabajo, esto es la impregnación de las muestras 
con 22Na o la medición de muestras utilizando una fuente estándar de 22Na, son factibles 
de utilizarse para obtener τ3, se prefirió trabajar con una fuente de positrones en el 
arreglo sándwich estándar por cuestiones de costo del material radiactivo y de seguridad 
radiológica. Concerniente al costo, la actividad de 22Na necesaria para al armado de la 
fuente (que es la misma para todas las medidas) es mucho menor que la requerida para 
impregnar tantas muestras como experimentos se realicen. Por otra parte, la 
impregnación de las muestras con 22Na significa una mayor manipulación del material 
radiactivo y consecuente generación de residuos radiactivos (al menos tantos como 
muestras estudiadas). Ambas situaciones atentan contra la seguridad radiológica y se 
ven agravadas si se considera la larga vida media del 22Na.  
 
Medidas PALS en tejidos fijados por distintos métodos  
 
Si bien parece deseable analizar las muestras tisulares en un estado lo más 
cercano a la situación in vivo, en este tipo de muestras aparece conveniente la 
realización de tratamientos de conservación tendientes a frenar los procesos de 
descomposición, de modo de independizar los resultados obtenidos del tiempo 
transcurrido a partir de la obtención de la misma. En lo que concierne a la literatura 
existente, en dos trabajos no se describen métodos de conservación [Eli 06, Liu 07] 
mientras que en el más reciente se estudian muestras fijadas en formol [Yan 09]. 
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Los métodos de conservación disponibles alteran en distinto grado y de diferente 
manera las características propias de la muestra, por lo cual es interesante definir el 
método más adecuado para este tipo de iniciativas. Sería de interés también homologar 
el método de conservación a fin de facilitar la comparación de los resultados obtenidos 
en distintas investigaciones. 
En el presente trabajo las muestras tisulares fueron sometidas a los tratamientos 
que se detallan a continuación: 
1) Fijación en formol: este método, que preserva la morfología y composición 
química de la célula al reducir el contenido de agua y entonces las alteraciones post 
mortem del tejido, se realizó sumergiendo las muestras directamente en formol. 
2) Inclusión en parafina: este método se realiza sumergiendo la muestra en 
solventes de polaridad decreciente y finalmente en parafina a los fines de sustituir el 
agua de los tejidos por esta última sustancia.  
3) Desparafinización: este proceso, inverso al anterior, tiene por objetivo 
recuperar el contenido de agua de la muestra. Se lleva a cabo sumergiendo las muestras 
en solventes de polaridad creciente y finalmente en agua.  
Dos muestras tratadas con cada uno de los mencionados métodos junto con dos 
porciones de la parafina utilizada para la inclusión fueron medidas utilizando el arreglo 
sándwich. Los espectros PALS resultantes se ajustaron satisfactoriamente con tres 
contribuciones exponenciales cuyas características se listan en la tabla 12. 
En el caso de la parafina pura τ3 es aproximadamente 2300 ps. Las muestras 
incluidas en parafina presentan un τ3 del orden de un 10 % menor, lo que sugiere que la 
vida media en el tejido es menor que en la parafina. La baja resolución temporal del 
equipo hace imposible la separación de la vida media larga en más de una componente. 
Los resultados de las muestras desparafinadas hace dudar del éxito del tratamiento de 
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desparafinización. Finalmente los valores obtenidos para las muestras fijadas en formol 
son similares y consistentes con la muestra tisular testigo. 
Estos experimentos permiten concluir que, con el arreglo PALS utilizado, no es 
posible resolver individualmente los tiempos de vida media del o-Ps en la parafina y en 
los tejidos, situación que no puede revertirse mediante procesos de desparafinización. 
Muestra  Método de 
conservación 
τ1 
(ps) 
I1 
(%) 
τ2  I2 
(%) 
τ3 I3 
(ps) (ps)  (%) 
Parafina 1 - 200 
(8) 
61 
(3) 
444 
(20) 
30 
(3) 
2287 
(33) 
8,3  
(2) 
Parafina 2 - 223 
(7) 
69 
(3) 
487 
(29) 
23 
(2) 
2311  8,2  
(7) (2) 
T5  Parafinización 176  
(19)
30 
(4) 
375 
(11) 
57 
(4) 
2141 
(20) 
13,0 
(2) 
T6  Parafinización 181 
(8) 
59 
(3) 
426 
(17) 
33 2037 
(29) 
9,0  
(3) (2) 
T5  Desparafinización 198 
(5) 
64 
(2) 
468 
(14) 
29 
(2) 
2169  7,0  
(5) (1) 
T6  Desparafinización 192 
(6) 
51 
(3) 
420  
(12) 
37 
(2) 
1969 
(17) 
12,4 
(2) 
T1  Formol 225 
(4) 
65 
(2) 
476 
(16) 
26 
(2) 
1625 
(21) 
8,0  
(2) 
T2  Formol 175 
(9) 
35 
(3) 
394 56 
(3) 
1701 
(23) 
8,9 
(8) (2) 
 
Tabla 12: Vidas medias y sus respectivas intensidades para muestras tisulares 
sometidas a distintos tratamentos: inclusión en parafina, desparafinización y fijación 
en formol. 
 
Medidas PALS de tejidos con distinto grado de humedad  
 
La fijación de las muestras tisulares en formol se logra por inmersión del 
material en el solvente. De esta manera, parece conveniente realizar medidas PALS en 
distintas condiciones de humedad de las muestras para evaluar cómo depende la vida 
media de aniquilación del positrón con dicho parámetro. 
 152
Como primer paso se midió una muestra tisular tumoral retirada del formol que 
se colocó sobre un papel absorbente a fin de retirar el exceso de solvente. La muestra 
húmeda fue medida por PALS utilizando una fuente de 22Na y el espectro resultante fue 
ajustado satisfactoriamente con los parámetros de aniquilación presentados en la tabla 
13. 
Muestra Grado de humedad τ1 
(ps)
I1 
(%)
τ2  I2 
(%) 
τ3 I3 
(%)(ps) (ps) 
T4 Húmeda 213 55 508 
(18)
36 
(2) 
1730  9,6 
(7) (3) (31) (4) 
 
Tabla 13: Vidas medias y sus respectivas intensidades para una muestra tisular fijada 
en formol medida húmeda utilizando una fuente de 22Na. 
Luego de finalizar la medida y desarmar el arreglo sándwich se verificó la 
contaminación de la muestra con 22Na proveniente de la fuente de positrones (a través 
de la lámina de kapton). De esta manera, la estrategia de medición de muestras húmedas 
fue abandonada y se investigaron distintos métodos de secado. 
Una primera estrategia consistió en secar las muestras al aire. La evolución del 
secado fue seguida por inspección visual del retraimiento y cambio de color de los 
tejidos. El secado fue dado por finalizado cuando se observó constancia en dichos 
parámetros, situación que de manera característica llevó alrededor de una semana para 
este tipo de muestras.  
Con el objetivo de acelerar los tiempos, se probó como segunda estrategia el 
secado de las muestras a 0,001 atmósferas de presión (por dos horas). 
Los parámetros resultantes de las medidas PALS realizadas sobre las muestras 
secadas por ambos procedimientos son presentados en la tabla 14. 
De la inspección de los parámetros de la tabla, se observa una modificación de la 
vida media τ3 con el grado de humedad de la muestra lo que es consistente con la 
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observación de Jean et al en sus medidas con positrones lentos en tumores de piel [Jea 
06]. Así, considerando al tejido “secado en aire” como el estado más representativo de 
la muestra “viva”, puede desprenderse de este estudio que presiones muy bajas dan 
como resultado muestras tisulares que no conservan los volúmenes libres propios del 
tejido en su estado normal. En vistas de esta observación, el resto de las medidas se hizo 
con muestras secadas al aire, aún cuando es el procedimiento que conlleva mayores 
tiempos de secado. 
Puede verse también que la vida media τ3 aumenta con el grado de secado. Un 
comportamiento similar se observa al comparar los resultados obtenidos por Jean et al 
[Jea 06] en cáncer de piel (muestras medidas en alto vacío) con aquellos obtenidos por 
Liu et al [Liu 07] en muestras medidas con humedad ambiente, cuyos datos se 
consignan en la tabla 8. Más adelante se verá que este comportamiento, que podría 
parecer general, tiene excepciones. 
Muestra Secado τ1 (ps) I1 (%) τ2 (ps) I2 (%) τ3(ps) I3 (%) 
T1  Aire 225 65 
(2) 
476 
(16) 
26 1625 8,0 
(4) (2) (21) (2) 
T1  0,001 
atmósferas 
256 51 
(10) 
457 
(35) 
38 
(10) 
1931 11,0 
(3) (19) (30) 
T2  Aire 175 35 
(3) 
394 56 1701 8,9 
(9) (8) (3) (23) (2) 
T2  0,001 
atmósferas 
165 43 
(2) 
379 51 1795 6,6 
(4) (5) (2) (19) (1) 
 
Tabla 14: Vidas medias y sus respectivas intensidades para muestras tisulares 
secadas al aire (alrededor de una semana) y a 0,001 atmósferas (un par de horas). 
 
4.4.2.2.3 Estudios en tejidos tumorales 
 
Después de haber establecido que la fijación en formol de las muestras tisulares 
seguida por un secado en desecador son los tratamientos que menos alteran las 
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características de este tipo de muestras, vamos a analizar los resultados obtenidos sobre 
las muestras tumorales luego de los mencionados tratamientos. 
En la tabla 15 se listan los parámetros de aniquilación obtenidos con cuatro 
muestras tumorales. También se consigna el radio de las cavidades donde se aniquila el 
o-Ps según el modelo de Tao- Eldrup. 
Las vidas medias τ3 aparecen con alguna dispersión respecto del valor medio 
<τ3>= 1646 ps lo cual puede ser asociado, según ya se ha discutido, con  diferencias en 
el contenido de agua de las muestras. Por otro lado es esperable que las muestras 
tumorales presenten diferencias histológicas entre sí, lo que estaría contribuyendo a la 
dispersión de los resultados observada.  
La caracterización que se puede hacer de los tumores a partir de estas medidas es 
que en ellos la aniquilación del o-Ps en cavidades de radio promedio 2,5 (1) Å ocurre 
con una amplitud del orden de 9 (1) %.  
En la próxima sección se intentará determinar si la técnica PALS puede dar 
resultados menos dispersos en sistemas tisulares de mayor homogeneidad.  
Radio 
de la 
cavidad
Días de 
secado  
τ1 
(ps) 
I1 
(%) 
τ2 
(ps) 
I2 
(%) 
τ3 I3  Muestra de tumor (ps) (%) 
(Å) 
T1 7 225 
(4) 
65 
(2) 
476 26 
(2) 
1625 
(21) 
8,0 2,5 
 (16) (2) 
T2 11 175 
(9) 
35 
(3) 
394 
(8) 
56 
(3) 
1701 
(23) 
8,8  2,6 
(2) 
T3 15 145 
(23) 
33 
(4) 
356 
(11) 
60 
(4) 
1537 
(31) 
7,6  2,4 
(3) 
T4 testigo 7 199 
(8) 
50 490 
(20) 
39 1720 
(30) 
11,0 2,6 
(3) (2) (4) 
 
Tabla 15: Vidas medias y sus respectivas intensidades para muestras de tumor de 
pulmón conservadas en formol y secadas por distintos períodos de tiempo de secado 
en desecador. La muestra T4 testigo fue secada al aire y medida con impregnación de 
22Na. 
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4.4.2.2.4 Estudios en tejidos normales 
 
Como hemos mencionado, la utilización de pocas muestras en las previas 
investigaciones de tejidos mediante PALS constituye una limitación a la hora de evaluar 
la dispersión de los resultados obtenidos y la posibilidad de caracterizar mediante PALS 
a un dado tejido. 
Con el fin de investigar la factibilidad de caracterización mediante PALS de 
muestras de histología homogénea, se realizaron medidas sobre secciones de hígado 
extraído de ratas y conservado en formol. Las medidas se realizaron a partir del lóbulo 
superior hepático, que se cortó con un bisturí en porciones de 5 mm de espesor que se 
secaron en desecador conteniendo sílica gel. Las muestras fueron estudiadas de a pares 
(porciones contiguas del lóbulo hepático) según el tiempo de secado, realizándose 
medidas de aniquilación de positrones luego de tiempos cortos de secado (2 a 6 días, 
según el caso) y luego de un mes adicional de secado. 
En la tabla 16 se muestran los parámetros de aniquilación para las distintas 
muestras indicándose el período de secado en desecador. Los parámetros relevantes τ3 e 
I3 (círculos y triángulos respectivamente) se presentan en la figura 69 para cada una de 
las muestras del lóbulo hepático luego de cortos período de secado (símbolos llenos) y 
para tratamientos de secado prolongados (símbolos vacíos). 
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Observando los resultados experimentales obtenidos para tiempos cortos de 
secado aparece una discrepancia para los resultados de la muestra 1 y las restantes. Por 
esta razón se repitió la medida de la muestra 1 con un secado corto adicional cuyo 
resultado se muestra en la tabla 16. Esta segunda medida continuó mostrando 
diferencias con las otras muestras.  
Muestra de lóbulo 
hepático 
Días en el 
desecador
τ1 
(ps) 
I1 
(%) 
τ2 
(ps) 
I2 
(%) 
τ3 I3 
(%) (ps)  
H1 2 155 
(5) 
35 
(1) 
385 
(5) 
55 
(1) 
1941 
(17) 
9,6  
 (1) 
H1 5 154 
(7) 
35 
(2) 
376 
(6) 
56 
(2) 
1850 
(20) 
9,8  
(1) 
H2 3 143 
(8) 
32 
(2) 
360 
(6) 
59 
(2) 
1764 
(20) 
9,8  
(2) 
H3 5 156 
(8) 
31 
(2) 
371 
(6) 
58 
(2) 
1763 
(17) 
11,1 
(2) 
H4 6 145 
(9) 
31 
(2) 
368 
(7) 
59 
(2) 
1767 
(19) 
10,8 
(2) 
H1 20 156 
(5) 
37 
(2) 
369 
(5) 
55 
(2) 
1821 
(16) 
8,5  
 (1) 
H2 24 155 
(6) 
35 
(2) 
373 
(5) 
56 
(2) 
1900 8,7 
(1) (16) 
H3 30 148 30 368 60 1841 10,1 
(8) (2) (5) (2) (16) (1) 
H4 36 167 40 371 53 1851 7,3 
(6) (2) (6) (2) (19) (1) 
 
Tabla 16: Vidas medias y sus respectivas intensidades para muestras de lóbulo 
hepático conservadas en formol y secadas por distintos períodos de tiempo en 
desecador conteniendo sílica gel. 
Para los secados largos se observa en las muestras 2, 3 y 4 un incremento en τ3 
con el tiempo de secado, de igual manera que lo encontrado en los tejidos tumorales 
(sección 4.4.2.2.2.) y en la literatura [Jea 06, Liu 07]. En este caso, la muestra 1 vuelve 
a mostrar una anormalidad en su comportamiento, ya que, en contra de lo esperado, la 
vida media decreció con el secado adicional. En todos los casos se observa que las 
amplitudes I3 decrecen con el secado.  
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Figura 69: Parámetros de aniquilación τ3 y I3 (círculos y triángulos 
respectivamente) para 4 muestras de lóbulo hepático luego de cortos períodos de 
secado (símbolos llenos) y para tratamientos de secado prolongados (símbolos 
vacíos). 
Las anormalidades en el comportamiento de los parámetros PALS de la muestra 
1 respecto a la observado en el resto de las muestras pueden explicarse en base a una 
diferencia en la cantidad de tejido conectivo presente en ellas ya que la muestra 1 fue 
tomada de la parte externa del lóbulo hepático y consecuentemente presenta más tejido 
conectivo que las demás, que provienen del interior de dicho lóbulo. 
La constancia de la vida media del o-Ps, dentro del error experimental, muestra 
que PALS es una técnica viable para caracterizar los volúmenes libres en muestras 
hepáticas con valores que dependen del grado de humedad de la muestra. Para cortos 
períodos de secado al aire los resultados obtenidos indican que se puede caracterizar 
estas muestras con una vida media promedio de 1765 (19) ps y una amplitud del orden 
de 10,6 (2) %. Para secados más prolongados los valores característicos son de τ3 1864 
(17) y amplitud 8,7 (1) %. Para los volúmenes libres, el modelo de Tao-Eldrup predice 
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radios promedio de los huecos de 2,8 Å y 2,7 Å para la muestra 1 para cortos y largos 
tiempos de secado respectivamente y para las muestras del interior del lóbulo hepático 
2,6 Å y 2,7 Å.  
A los fines de progresar en una descripción de la naturaleza de las cavidades 
donde se aniquila el o-Ps, resulta interesante continuar los estudios de muestras tisulares 
en función del secado estableciendo un criterio para determinar el grado de humedad de 
las muestras. En este sentido parece útil analizar qué diferencias en las cavidades 
podrían dar lugar a los distintos comportamientos observados con la pérdida de 
humedad. Todo esto podría agregar elementos para la caracterización de las muestras 
tisulares. 
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Capítulo 5  
 
Discusión y conclusiones 
 
Se estudió la factibilidad de aplicación de tres técnicas de la física nuclear, la 
técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas, la Espectroscopía Mössbauer y la 
Espectroscopía de Aniquilación de Positrones en el modo de medición de vidas medias, 
a sistemas de interés biológico. Se hizo una revisión crítica de la literatura existente y se 
trataron de identificar los puntos débiles de los estudios realizados, con el fin de 
establecer el alcance real de dichas técnicas para investigar materia blanda. En base a 
dicho análisis se seleccionaron distintos sistemas de interés biológico que fueron 
estudiados como paradigma de las aplicaciones de las técnicas a materia blanda. 
Muchos de ellos habían sido abordados infructuosamente en estudios previos mientras 
otros nunca habían sido estudiados mediante estas técnicas. Los resultados obtenidos 
aportaron en muchos casos a la caracterización de los sistemas estudiados mientras que 
otros casos no se obtuvieron resultados concluyentes a partir de las medidas realizadas. 
En todos los casos los resultados fueron utilizados como base para discutir sobre las 
virtudes, debilidades y limitaciones experimentales de estas técnicas nucleares cuando 
se aplican a sistemas de interés en biología. 
La aplicación de la técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas al área de la 
biología data de medio siglo y ha resultado en casi dos centenas de trabajos publicados, 
en la mayoría de los cuales el aporte que los estudios hacen al conocimiento de los 
sistemas es poco claro. No obstante la técnica aporta al conocimiento de selectos 
sistemas bioinorgánicos del tipo metaloproteínas. En dichos sistemas, donde los átomos 
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metálicos se encuentran coordinados en sitios específicos de las biomoléculas, los 
estudios PAC se realizan luego de reemplazar el ión nativo por el átomo sonda PAC 
adecuado. En general, y especialmente en el estudio de metaloproteínas, una salvedad se 
impone a la hora de interpretar los resultados obtenidos: la necesidad de corroborar, 
mediante una técnica complementaria, la correcta localización de la sonda PAC. Este 
punto, aunque básico y de sentido común, está ausente en la mayoría de los trabajos 
conduciendo a interpretaciones erróneas de los sistemas en estudio 
Con el objetivo de investigar sistemas donde la sonda PAC se encuentre en 
entornos del tipo de los sitios de las metaloproteínas pero que no conlleven la dificultad 
de reemplazar el ión nativo por la sonda PAC, se decidió investigar sistemas orgánicos 
sencillos del tipo metal- quelato donde el átomo sonda PAC se encuentra coordinado 
por el agente quelante, que en esta tesis fue el ácido dietiléntriaminopentaacético. Las 
sondas PAC utilizadas fueron el 111In y el 181Hf. Se investigó una solución comercial de 
111In-DTPA. Las medidas PAC resultaron en las esperadas interacciones dinámicas 
debidas al movimiento browniano a partir de las cuales no fue posible extraer 
información sobre el gradiente de campo eléctrico en el sitio de la sonda, aún cuando se 
hizo uso de estrategias tendientes a disminuir el movimiento difusional mediante un 
aumento de la viscosidad de la solución. Se estableció la existencia de dos interacciones 
atribuyéndose una al 111In ligado al DTPA y la otra a sondas ligadas a moléculas más 
pequeñas. El origen en la solución de estas especies de menor volumen queda como una 
cuestión abierta. El congelamiento, mediante enfriamiento de la solución a 77 K, si bien 
elimina el carácter dinámico de las interacciones, muestra que las sondas están sujetas a 
una distribución del gradiente de campo eléctrico estático sin que se pueda establecer un 
gradiente de campo eléctrico característico del InDTPA. La medida del residuo seco 
resultante de evaporar la solución de 111InDTPA muestra un comportamiento dinámico 
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que se asocia con los procesos de variación del estado de carga en torno de la sonda 
luego de la captura electrónica (after effects) que tampoco permiten establecer una 
interacción hiperfina característica del compuesto. Las dos interacciones dinámicas 
observadas aparecen como independientes de la composición química del compuesto, 
como se establece por comparación con una medida realizada en cloruro de indio seco. 
Con respecto a la utilización de la sonda 181Hf, se obtuvo el compuesto de coordinación 
KHfDTPA.3H2O (dietiléntriaminopentaacetato de hafnio y potasio trihidrato) por 
síntesis química, el cual fue caracterizado en su estado cristalino, mediante la técnica 
PAC arrojando resultados compatibles con la estructura cristalográfica derivada de 
estudios de difracción de rayos X. La evolución térmica de este complejo se estudió 
mediante técnicas calorimétricas paralelamente con medidas PAC. De esta manera se 
caracterizaron también las interacciones hiperfinas en el sitio del hafnio para el 
compuesto de coordinación anhidro. Finalmente, la realización de experimentos control 
permitió interpretar correctamente los resultados PAC obtenidos por otros 
investigadores en este tipo de compuestos.  
Las aplicaciones de la Espectroscopía Mössbauer a sistemas biológicos son 
variadas y bien conocidas debido a la ubicuidad del más popular de sus isótopos, el 
57Fe, en los seres vivos. En este caso es claro el aporte que dichos estudios realizan al 
establecimiento de los entornos de coordinación del hierro en ferroproteínas y proteínas 
de hierro azufre, entre otras biomoléculas. Sin embargo, una importante restricción se 
impone a la hora de investigar materia blanda mediante esta técnica: es necesario que la 
muestra tenga una determinada rigidez para que los espectros Mössbauer puedan 
obtenerse. Es por eso que al estudiar materia blanda con Espectroscopía Mössbauer, los 
esfuerzos están puestos en lograr condiciones de medida que cubran las necesidades 
experimentales pero que sean compatibles con la muestra biológica.  
 163
En esta tesis la Espectroscopía Mössbauer se utilizó para investigar los estados 
de oxidación de los átomos de hierro en un complejo de Fe-S estabilizado por glutatión 
(GSH) de estequiometría Fe2S2(GS)4 de importancia en el metabolismo redox celular. 
Estudios previos habían logrado obtener dicha especie por síntesis química, la cual se 
adaptó en vistas de obtener el complejo enriquecido en 57Fe, 57Fe-Fe2S2(GS)4, necesario 
para las medidas Mössbauer. El sólido así obtenido se caracterizó por Espectroscopía 
Mössbauer a temperatura ambiente, resultando en tres especies de hierro, una de las 
cuales mostró parámetros hiperfinos que no se correspondían para los esperados en 
clusters 2Fe2S. Este hallazgo se explicó en términos de una reacción incompleta o de 
una posible degradación del compuesto, hecho consistente con el tiempo transcurrido 
entre la síntesis y la medida. La disolución del sólido en una solución acuosa 
conteniendo glutatión en concentración celular se estudió por Espectroscopía 
Mössbauer a baja temperatura resultando en un espectro con una sola contribución que 
está en excelente acuerdo con la existencia de átomos de hierro en sitios equivalentes y 
con valencia (III) en complejos totalmente oxidados [Fe2S2(GS)4]+2. La observación 
experimental de que el compuesto sintetizado se humedecía fácilmente cuando estaba 
expuesto a la atmósfera y los reportes sobre la degradación del Fe2S2(GS)4 en ausencia 
de exceso de glutatión, fueron el puntapié inicial para abordar estudios de la evolución 
de los espectros Mössbauer con la humidificación y con el secado. Estos experimentos, 
realizados a temperatura ambiente, mostraron una completa reversibilidad de los 
espectros Mössbauer y no evidenciaron asociación entre la degradación del complejo 
Fe2S2(GS)4 y el grado de humedad del sólido. Finalmente se verificó, mediante una 
medida Mössbauer a baja temperatura, que es posible recuperar el complejo de interés 
[Fe2S2(GS)4]+2 si se disuelve el sólido en solución conteniendo glutatión, 
independientemente de la degradación que dicho sólido haya sufrido. 
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La aplicación de la técnica de Aniquilación de Positrones en el modo Medición 
de Vidas Medias (PALS) a sistemas biológicos data de casi cuatro décadas. Sin 
embargo, pocos son los trabajos que existen en la literatura y pocos los campos en los 
que su impacto ha sido notorio. La alta complejidad física y química que revisten los 
sistemas biológicos hace difícil su caracterización absoluta mediante el estudio de las 
vidas medias de positrones y de allí de las dimensiones de las cavidades nanométricas 
en ellos presentes. Sin embargo, la dependencia que presentan las características de 
aniquilación de positrones con la presión y la temperatura hacen de este tipo de estudios 
un campo fértil de aplicación de la técnica en materia blanda. 
En esta tesis se trató de determinar la factibilidad de aplicación de la técnica 
PALS para determinar características de los volúmenes libres en tejidos. Mediante 
estudios preliminares se determinó que la fijación de los tejidos en formol seguida de su 
secado al aire es un método adecuado de preparación de muestras y se verificó que es 
posible realizar estudios de tejidos utilizando una fuente de positrones contenida en 
kapton. Se analizaron muestras tumorales que arrojaron resultados que, aunque 
dispersos, permitieron caracterizar estas muestras ampliamente heterogéneas con 
cavidades de radio promedio de 2,5 Å. Los resultados con muestras de histología más 
regular, obtenidas de hígado, mostraron menor dispersión y pudieron caracterizarse con 
cavidades de radio promedio de 2,7 Å. En la mayoría de las muestras se observó un 
aumento de las vidas medias con el tiempo de secado. En todos los casos se obtuvieron 
parámetros de aniquilación del o-Ps en cavidades que no difieren significativamente de 
los observados en otras investigaciones involucrando otros tumores y tejidos normales 
[Eli 06, Jea 06, Liu 07, Yan 09]. La utilización del modelo de Tao- Eldrup para obtener 
el radio de las cavidades a partir de las vidas medias del o-Ps en las mismas conlleva 
una pérdida de resolución a la hora de diferenciar tejidos a partir de los parámetros de 
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aniquilación encontrados. La alta complejidad física y química de las muestras tisulares 
significa un escollo a la hora de realizar una caracterización absoluta de dichos sistemas 
a partir de los volúmenes libres obtenidos mediante PALS. No obstante, la 
caracterización de las muestras relativa a modificaciones que puedan experimentar ya 
sea por medios externos o causas internas (tal es el caso de lo reportado por Elias et al, 
que relacionan la cantidad y dimensiones de las cavidades con el tiempo de evolución 
del tumor) aparece como una posibilidad prometedora de aplicación de la técnica PALS 
a este tipo de sistemas. Desde un punto de vista de investigación básica se destaca como 
una tarea importante la de establecer la naturaleza de las cavidades donde se produce la 
aniquilación ya que en los trabajos reportados no existe acuerdo en la asignación de 
dichas cavidades (intercelular, intermolecular o intramolecular). 
Por último se concluye que el impacto de la información obtenida a partir de 
estas tres técnicas nucleares cuando son aplicadas a sistemas de interés en biología 
depende no sólo de la técnica en cuestión sino de la elección cuidadosa de sistemas de 
estudio que sean compatibles con las limitaciones particulares de cada técnica. La 
realización de medidas de caracterización complementarias resulta indispensable para 
arribar a conclusiones valederas y para posicionar a las técnicas como uno más de los 
múltiples métodos disponibles para estudiar sistemas de interés en biología.  
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Apéndice  
 
La interacción eléctrica 
 
La energía electrostática W debida a la interacción de la densidad de carga 
nuclear ρ( rr ) y el potencial electrostático V( rr ) generado por cargas extranucleares está 
dada por: 
    ∫= vol rdrVrW 3)()( rrρ                               (1) 
donde d3 rr  es el elemento de volumen y rr  es el vector posición de dicho 
elemento con coordenadas espaciales (x1, x2, x3). 
La integral es evaluada sobre el volumen del núcleo. Suponiendo que el 
potencial electrostático V( rr ) es una función que varía lentamente en la región nuclear, 
es posible aproximar el potencial realizando un desarrollo en serie del mismo en torno 
del origen de coordenadas, que se toma en el centro de masa del núcleo. Entonces 
haciendo este desarrollo y llamando a las componentes del tensor gradiente de campo 
eléctrico 
ijV
ji xx
V
∂∂
∂2 calculadas en el origen, tenemos: 
  ...
2
1)()0()(
,
0 ++∇+= ∑=
ji
ijjir VxxVrVrV
rrw                 (2) 
Reemplazando (2) en (1) podemos establecer que: 
∫ ∑ ++−= vol
ji
ijji rdVxxrpEqVW ...)(2
1)0()0(
,
3rrr ρ  
donde  
q es carga del núcleo 
 183
pr es el momento dipolar del núcleo 
E
r
(0) es el campo eléctrico en el origen 
El primer término, asociado con el momento monopolar nuclear q, corresponde a 
la energía electrostática total del núcleo como si fuera una carga puntual. Dicho 
término no será considerado de aquí en adelante ya que afecta por igual a todos los 
niveles nucleares. El segundo término, donde aparece el momento dipolar eléctrico 
nuclear, es nulo en los estados estacionarios ya que los estados nucleares tienen paridad 
definida.  
Entonces la matriz simétrica Vij de 3x3 puede ser diagonalizable por una 
elección adecuada de los ejes coordenados. Después de la diagonalización uno obtiene: 
rdxrVW i
i
ii
32)(
2
1 ∫∑= rρ  
rdrxrVrdrrV
i
iii
i
ii
3
2
232
3
)(
2
1)(
6
1 ∑ ∫∫∑ ⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛ −+= rr ρρ  
donde se usó que . 23
2
2
2
1
2 xxxr ++=
La separación en dos términos se explica más abajo. 
El potencial electrostático ( )rV r  obedece la ecuación de Poisson. En el núcleo se 
tiene que 
22 )0()0( Ψ==∇ ∑
oi
ii
eVV ε
r
 
donde 2)0(Ψ− e  es la densidad de carga y 2)0(Ψ es la densidad de probabilidad 
de electrones (s) en el núcleo. Entonces obtenemos que: 
QC EEW +=  
Donde 
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rdrreE
o
C
322 )()0(
6
1 ∫Ψ= rρε  
rdrxrVE
i
iiiQ
3
2
2
3
)(
2
1 ∑ ∫ ⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛ −= rρ  
 a) El término monopolar Ec 
 
Vemos que el término monopolar depende solamente del valor medio del radio 
nuclear al cuadrado 2r . 
rdrr
eZ
r 322 )(
.
1 ∫= rρ  
Ec produce un corrimiento distinto de la energía de cada nivel nuclear. Entonces 
este término monopolar describe la interacción electrostática de un núcleo extendido 
con los electrones en el sitio nuclear. El término puede ser escrito como: 
22
2
)0(
6
1 rZeE
o
C Ψ= ε  
  Este término es responsable del corrimiento isomérico observado en el efecto 
Mössbauer.  
En un experimento Mössbauer las diferencias en las energías monopolares 
causan un corrimiento en la resonancia. Para una fuente en movimiento S la energía del 
rayo gama debida a la transición desde el estado excitado e al estado fundamental g es: 
( )geS
o
rrZe
c
vS 222
2
0 )0(6
11.)( −Ψ+⎟⎠
⎞⎜⎝
⎛ += εωω hh  
El primer término es la energía de transición modificada por el corrimiento 
Doppler debido al movimiento de la fuente y el segundo término es la energía 
monopolar del núcleo en el estado excitado menos aquella en el estado fundamental. 
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Para un absorbente estacionario A la energía necesaria para excitar al núcleo desde su 
estado fundamental al estado Mössbauer es: 
( )geA
o
rrZeA 222
2
0 )0(6
1.)( −Ψ+= εωω hh  
La absorción resonante ocurre si )()( AS ωω = . En tal caso la velocidad de la 
fuente es 
[ ]( )geSA
o
res rr
ceZv 2222
0
2
)0()0(
6
−Ψ−Ψ= ωε h  
resv  es llamado el corrimiento isomérico y es frecuentemente designada como 
δ en la literatura Mössbauer.  
 
b) La interacción cuadrupolar eléctrica EQ. 
 
Considerando la expresión de la definición de las componentes Qii del tensor 
momento cuadrupolar nuclear: 
rdrxreQ
vol iii
rr 322 )3)(( −= ∫ ρ  
La energía de interacción cuadrupolar EQ puede ser expresada como  
∑=
i
iiiiQ QVeE 6
1  
En lo siguiente discutiremos los términos Vii que contribuyen a la traza: 
∑=∇
i
iiVV )0(
2
r
 
)0(
3
1 2´ VVV iiii ∇+=
r
 
La matriz  definida por esta ecuación tiene traza nula y representa la 
contribución al gradiente de campo eléctrico de las cargas externas al núcleo. El 
´
iiV
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segundo término representa la contribución al gradiente de campo eléctrico de los 
electrones en el núcleo. Si sustituimos esta última expresión en la de la energía EQ 
vemos que la porción )0(
3
1 2V∇r  no contribuye a EQ ya que la suma de las Qii es cero. 
Nos queda: 
∑=
i
iiiiQ QVeE
´
6
1  
De esta manera, la interacción cuadrupolar incluye solamente la interacción del 
núcleo con el gradiente de campo eléctrico producido por las cargas externas a él (de 
aquí en más denotaremos Vii).  
Por otra parte como el gradiente de campo eléctrico es completamente 
descripto por dos parámetros. Con una apropiada elección del sistema de ejes 
principales, uno puede tener
0=∑
i
iiV
xxyyzz VVV ≥≥ . 
Generalmente se elige describir el gradiente de campo eléctrico por la 
componente Vzz y el parámetro de asimetría η: 
zz
yyxx
V
VV −=η  
De forma que η es siempre mayor o igual que 0 y menor o igual a 1. 
Reemplazando el momento cuadrupolar clásico por el operador momento 
cuadrupolar en la expresión de la energía de interacción EQ se obtiene el hamiltoniano: 
    ∑=
i
iiiiQV
eH ˆ
6
ˆ      
El gradiente de campo eléctrico Vii se tendrá en cuenta de forma clásica. 
El hamiltoniano anterior se puede transformar, mediante el teorema de Wigner-
Eckart [Sli 80] en: 
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   ( )[ ]22223
)12(4 yxz
zz IIII
II
QeVH −+−−=
∧ η   (3) 
donde I2, Ix, Iy y Iz son magnitudes de espín nuclear. 
Para η distinto de cero, los componentes EQ del hamiltoniano no pueden ser 
calculados analíticamente. Una solución analítica de (3) puede ser obtenida para el caso 
I=3/2 que es el caso del isótopo Mössbauer 57Fe donde aparece la transición de I=3/2 a 
I=1/2. Las energías asociadas con los distintos subniveles magnéticos caracterizados 
por el número cuántico m son: 
( )
3
1)1(3
)12(4
. 22 η++−−= IImII
QVeE zzm  
Así, el nivel de energía I=3/2 se divide en dos subniveles (  y 
). 
2/3±=m
2/1±=m
Vemos que 
3
1
4
. 2
2/3
η+=± QVeE zz  
3
1
4
. 2
2/1
η+−=± QVeE zz  
Esto lleva a una diferencia de energía para el doblete Mössbauer de  
3
1
2
. 2η+=Δ QVe zz  
También podemos considerar el desdoblamiento de un estado nuclear de 
momento cuadrupolar Q y espín I=5/2 bajo la influencia de un gradiente de campo 
eléctrico axialmente simétrico. En este caso las energías de interacción de los subniveles 
asociados con números cuánticos m son: 
( ))1(3
)12(4
. 2 +−−= IImII
QVeE zzm  
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definiendo la frecuencia cuadrupolar Qω  como: 
h)12(4
.
−= II
QVe zz
Qω  
de donde 
 
 
Desdoblamiento de energía del nivel nuclear intermedio de espín I=5/2 producido 
por la influencia de un gradiente de campo eléctrico. 
QE ωh102/5 =±  
QE ωh22/3 −=±  
QE ωh82/1 −=±  
 
Este desdoblamiento se muestra esquemáticamente en la figura. Así, las 
frecuencias de transición 1ω , 2ω  y 3ω  son: 
Q
EE ωω 62/12/31 =−= ±± h  
Q
EE ωω 122/32/52 =−= ±± h  
Q
EE ωω 182/12/53 =−= ±± h  
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Vemos que las frecuencias de transición  1ω : 2ω : 3ω  están en una relación 1:2:3. 
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